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ABSTRACT
IN T RODUCTION
Aortic stenosis (AS) is the most common heart valve disease (43.1%) and repre-
sents a major healthcare burden (1) .With the increase in the ageing population, 
there is a surge in the prevalence of calcific aortic valve (AV) disease. A prediction 
on the number of elderly patients (≥70 years) for the coming decades demons-
trated that patients with severe AS will have increased 2,4 fold by the year 2040 
and will be more than triple by the year 2060 (2). Patients with AS have an 80% 
risk of valve replacement, progression to heart failure (HF), or death in the next 
5 years after diagnosis (3).
The pathophysiology underlying calcific aortic valve disease (CAVD) re-
mains incompletely defined and there are currently no effective medical 
treatments capable of altering its course (4). Chronic inflammation, fibrosis 
and calcification play an important role in the progression of the disease (5). 
Therefore, it has been shown that CAVD shares features with vascular calci-
fication and ataherosclerosis such as chronic inflammation, increased extra-
cellular matrix (ECM) remodelling, proliferation and differentiation of valvu-
lar interstitial cells (VICs) and the development of calcific lesions (6, 7). Of 
note, although retrospective studies had suggested that statins could delay the 
hemodynamic progression rate of AS (8, 9), randomized controlled studies 
reported in contrast, that a lipid-lowering strategy neither resulted in lower 
aortic valve-related events nor in a slower progression rate of stenosis (10, 11). 
Galectin-3 (Gal-3) is a 29 to 35 kDa protein and member of a β-galactoside 
binding lectin family, which interacts with cell surface receptors and ECM pro-
teins (12){Ochieng, 2002, Extracellular functions of galectin-3}. Gal-3 levels are 
increased in patients with heart failure (HF) (13, 14) and in myocardial biopsies 
from AS patients with depressed ejection fraction (15). In addition, it has been 
demonstrated that patients with high Gal-3 plasma levels are associated with 
adverse outcome after trans-catheter aortic valve implantation suggesting that 
Gal-3 could play an important role in patients with AS (16). Gal-3 plays an impor-
tant role in cardiac and vascular remodelling through its ability to stimulate ECM 
deposition as well as by amplification of key pro-inflammatory molecules (17, 
18). Moreover, Gal-3 modulated vascular smooth muscle cells osteogenic diffe-
rentiation, playing an important role in the development of atherosclerosis (19).
HYPOT ESIS
Our hypothesis is that Gal-3 could promote AV calcification, modulating VICs 
osteogenic differentiation. Furthermore, Gal-3 could be a new biotarget in 
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CAVD and its blockade could prevent AV calcification. We tested this hypo-
thesis using human AVs samples, human VICs, and an animal model of AS 
rats treated with a specific inhibitor of Gal-3. 
GENERAL AIMS
To characterize de role of Gal-3 in the calcific degeneration of the aortic valve 
in patients with severe aortic stenosis.
SPECIFIC AIMS
To evaluate the expression of Gal-3 and osteogenic markers in human ste-
notic aortic valves. To analyse the effect of Gal-3 and Gal-3 inhibition on the 
osteogenic differentiation of human VICs. To evaluate the effect of Gal-3 and 
Gal-3 inhibition on aortic valve calcification in a small animal model of aortic 
stenosis.
MET HO DS
PATIENT POPULATION
This prospective, observational study included a total of 77 consecutive pa-
tients with severe AS (aortic valve area ≤1 cm2 (and/or) transaortic mean 
pressure gradient >40 mmHg), referred to our centre for AV replacement 
from June 2013 to February 2015. Human AVs were obtained after surgery 
(AS, n=77). As controls, non-calcified human AVs were obtained at autopsy 
(Control, n=11) and were rapidly cut in two pieces. One piece was fixed in 
formol and embedded in paraffin and the other was frozen in liquid nitrogen.
AORTIC HUMAN VICS EXPERIMENTS
For the in vitro approach, we obtained the aortic VICs from 7 patients. For 
the experiments, we used at least VICs from 5 different patients. Aortic VICs 
were isolated using sequential collagenase digestion. Cells were treated with 
Gal-3 (10-8 M, R&D Systems) for 1-6 days to assess the effect of Gal-3 on in-
flammatory, fibrotic and calcification markers. 
CRISPR/CAS9 GENOME EDITING MEDIATED DELETION OF GAL-3
The knockdown of Gal-3 in VICs was performed by CRISPR/Cas9 (cluste-
red regularly interspaced short palindrome repeats) guided genome editing. 
Once Gal-3 knockdown was generated, VICs were cultured in osteogenic me-
dium. At 7, 14 and 21 days cells extracts and supernatants were collected to 
evaluate inflammatory, fibrotic and calcification markers. 
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ANIMALS
Adult male Wistar rats were distributed in three different groups; Control rats 
(Control; n=7), rats with aortic stenosis (AS; n=7) and rats with AS receiving the 
Gal-3 inhibitor modified citrus pectin (AS+MCP; 100 mg/kg/day; n=7) in the 
drinking water. AS was performed by Harlan Laboratories as previously des-
cribed according to the method used by several authors.(20) The ascending aorta 
was partially occluded by a hemoclip. In this model we modify the blood flow 
pattern across the aortic root by creating a supravalvular stenosis which alters 
the pattern of the forces which act upon the aortic suface of the aortic valve. Ab-
normal shear forces are known to induce the osteoblastic differentiation of VICs 
in calcific aortic stenosis (21). Treatment was initiated 1 day prior to AS and con-
tinued for another 6 weeks afterwards until the animals were finally sacrificed. 
HISTOLOGICAL ANALYSIS
Tissue staining was performed on transversal sections of human and rat AV 
leaflets. All grossly calcified valves were decalcified in 10% formic acid solu-
tion for 24 hours. Samples were dehydrated, embedded in paraffin and cut in 
5 μm-thick sections. 
ELISA
Gal-3 was measured in serum samples by ELISA according to the manufactu-
rer’s instructions (BG Medicine). Interleukin-6 (IL-6) and interleukin 1 beta 
(IL-1β) concentrations were measured in valve extracts and cells superna-
tants by ELISA.
REAL-TIME REVERSE TRANSCRIPTION PCR
Total RNA from AVs was extracted with Trizol Reagent (Euromedex) and pu-
rified using the RNeasy kit. First strand cDNA was synthesized according to 
the manufacturer’s instructions (Roche). Quantitative PCR analysis was then 
performed with SYBR green PCR technology (ABGene). Relative quantifica-
tion was achieved with MyiQ (Bio-Rad) software according to the manufac-
turer’s instructions. Data were normalized by HPRT and β-actin levels and 
expressed as percentage relative to controls. All PCRs were performed at least 
in triplicate for each experimental condition.
WESTERN BLOT
Total proteins were prepared from either human valves homogenates or VICs 
extracts. Proteins were separated by SDS-PAGED on 10 % polyacrylamide 
gels and transferred to Hybond-c Extra nitrocellulose membranes (Amers-
ham Biosciences, Piscataway, NJ). Membranes were probed with primary 
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antibodies for galectin-3, collagen I, collagen III, alpha-smooth muscle ac-
tin, Fibronectin, transforming growth factor β (TGF-β), BMP-2, BMP-4, Os-
teopontin, Runx2, Sox-9, TNF-α, cd68, cd45, cd80, and α-actin. Western 
Blots were performed with Stain Free gels for loading control. Signals were 
detected using the ECL system. Results are expressed as an n-fold increase 
over the values of the control group in densitometric arbitrary units. 
GELATIN ZYMOGRAPHY
Aliquots of protein tissue samples or culture media containing 25 μg human 
valves homogenates or 30 ml of supernatant respectively were resolved on 
a 10% SDS polyacrylamide gel containing 0.3% gelatin. The gel was rinsed 
three times for 15 min with a solution of 2.5% Triton X 100 to remove SDS and 
renature the proteins, followed by incubation for 48 h at 37°C in 1000 mmol/l 
Tris-HCl, pH 7.5 with 1000 mmol/l CaCl2 and 5000 mmol/l NaCl to promote 
degradation of gelatin. Gels were fixed in 40% methanol and 10% acetic acid, 
and then stained for 30 min in 0.25% Coomassie blue R-250 to identify pro-
teolytic activity of metalloproteinase-1 (MMP-1), MMP-2 and MMP-9.
STATISTICAL ANALYSIS
Continuous variables were expressed as mean ± SD or median (25th to 75th 
percentile) and compared using unpaired T student test. Pearson’s correla-
tion coefficients were calculated to determine correlations. Categorical varia-
bles were expressed as percentages and compared using χ2-test. In the hu-
man study, we had more than 80% power with lesser than 5% error risk to 
find the significant differences observed (>0.95 SD).
In vitro data are expressed as mean ± SEM. Normality of distributions 
was verified by means of the Kolmogorov–Smirnov test. Data were analysed 
using a one-way analysis of variance, followed by a Newman-Keuls to assess 
specific differences among groups or conditions. 
All analysis was done with SPSS version 20.0 (IBM SPSS Statistics) and 
two-tailed p-value of <0.05 was considered statistically significant.
R ES ULTS
BASELINE CHARACTERISTICS
In keeping with the typical characteristics of patients presenting with CAVD, 
mean age was 73±8 years and 58% were male. A significant proportion su-
ffered from concomitant coronary artery disease and hyperlipidaemia. Echo-
cardiographic variables were those expected in patients with severe AS. BNP 
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levels indicated compensated disease. Gal-3 levels, inflammatory markers 
(CRP, IL-6, TNF-α), leukocyte activation markers (leukocyte number, mye-
loperoxidase, IL-8, L-selectin) and renal parameters (creatinine, GFR) are 
shown. Interestingly, serum Gal-3 levels positively correlated with serum 
TNF-α (r=0.621, p<0.001) and IL-6 (r=0.521, p<0.001) levels.
STENOTIC VALVES EXHIBIT HIGHER INFLAMMATION, 
ECM REMODELLING AND CALCIFICATION
An increase in ECM components was observed in AV from AS patients as com-
pared to controls. Col1a1, Col3a1, α-SMA, TGF-β and CTGF mRNA levels were 
increased in AVs from AS patients. AV protein expressions of collagens (type I 
and type III), α-SMA, fibronectin and TGF-β were higher in AS patients than in 
controls. Furthermore, AS presented an increased in MMP-1, MMP-2 and MMP-
9 mRNA levels accompanied by a decreased TIMP-1 mRNA levels without modi-
fications in TIMP-2 levels. These results were confirmed by zymography showing 
an increase in MMP-1, MMP-2 and MMP-9 activities in AVs from AS patients.
Stenotic AVs exhibited higher expression of inflammatory markers at the 
mRNA levels in IL-6, CCL-2, TNF-α and an increase at protein levels of IL-6, IL-1β 
TNF-α, cd68, cd45 as compared to controls without modifications in cd80 levels.
AVs from AS patients exhibited an increase in calcification markers such 
as BMP-2, BMP-4 and osteopontin mRNA levels as compared to controls. At 
the protein level, BMP-2, BMP-4, osteopontin, Runx2 and Sox-9 were up-re-
gulated in AVs from AS patients as compared to controls.
AVS FROM AS PATIENTS PRESENTED HIGHER GAL-3 LEVELS
ASSOCIATED WITH CALCIFICATION
Hematoxilin/Eosin staining was used to analyse the microstructure of the 
human AVs obtained from patients undergoing valve replacement for severe 
AS. Gal-3 was spontaneously expressed in the AVs from these patients. 
There was a significant increase in Gal-3 mRNA and protein levels in AVs 
from AS patients as compare to controls. Strong and positive correlations 
were found between AV Gal-3 protein levels and serum Gal-3 levels.
Gal-3 in AVs was colocalized with the calcification markers BMP-2, Runx2 
and Sox-9 and with inflammatory markers cd68, cd80 and TNF-α.
 
GAL-3 INDUCED PRO-INFLAMMATORY, PRO-FIBROTIC 
AND PRO-OSTEOGENIC RESPONSE IN HUMAN VICS
Inflammation, ECM components and calcification markers were studied in 
VICs treated with Gal-3 (10-8M) for 1, 2, 3 and 6 days. Treatment with Gal-3 
augmented IL-6 and IL-1α secretion in VICs. Moreover, Gal-3 increased co-
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llagen type I, TGF-β and fibronectin protein expressions in a time-dependent 
manner. As shown in Figure 3B, Gal-3 enhanced the expression of the cal-
cification markers BMP-2, BMP-4 and SOX-9 in a time-dependent manner, 
reaching the peak for the factors at 6 days of treatment without modification 
of Runx2 levels.
We studied the effects of the Gal-3 inhibitor MCP, in VICs cultured in os-
teogenic medium at different days (7, 14 and 21 days). The presence of MCP 
in the medium was able to diminish IL-6 and IL-1α secretion as well as Gal-3 
protein levels at all of days studied. This decrease in Gal-3 was accompanied 
by a decrease in fibronectin protein levels at 21 days of treatment with MCP. In 
addition, VICs treated with MCP presented a decrease in calcification markers 
in a time dependent manner. MCP decreased BMP-2 protein levels at 14 and 
21 days of treatment and BMP-4, SOX-9 and Runx2 protein levels at 21 days.
In another set of experiments, to confirm the consequences of Gal-3 inhibi-
tion on VICs osteogenic differentiation, Gal-3 knockout VICs were generated 
using CRISPR/Cas9 technology. As compared to scramble, Gal-3 knockout 
VICs presented lower levels of IL-6 and IL-1α secretion as well and dimini-
shed expression of Gal-3 and fibronectin protein levels at all of days studied. 
Moreover, BMP-2, BMP-4, SOX-9 and Runx2 expressions were lower in Gal-
3 knockout VICs at 7, 14 and 21 days of osteogenic differentiation. 
GAL-3 INHIBITION DECREASES AV CALCIFICATION IN RATS
Hematoxilin/Eosin staining was used to analyze the microstructure of the AVs 
obtained from Control, AS and AS+MCP rats. As shown in the microphotogra-
phs, AV from AS rats exhibited increased AV areas as compared to Controls and 
AS+MCP rats. Gal-3 expression was increased in AVs from AS rats as compared 
to controls, and normalized by MCP treatment. The expression of the calcifica-
tion markers BMP-2 and SOX-9 was significantly higher in AVs from AS rats as 
compared to controls. The immunostaining for BMP-4, Runx2 and cd68 tended 
to be higher in AVs from AS rats. MCP treatment diminished the expression of all 
the calcification and inflammatory markers analysed. 
DIS CUS S ION
The aim of this study was to evaluate the role of Gal-3 in AV calcification in 
patients with severe CAVD. Our results demonstrate that Gal-3 is increased 
in stenotic AV tissue and correlates with its serum levels. Moreover, Gal-3 is 
colocalized with markers of calcification and inflammation in stenotic AVs, 
suggesting that it plays a role in these processes. In aortic VICs in vitro, Gal-3 
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increases inflammatory, fibrotic and calcification markers. The Gal-3 inhi-
bitor MCP as well as Gal-3 silencing delays AV calcification in aortic VICs. 
Moreover, in vivo, Gal-3 blockade in an AS model exerted beneficial effects, 
diminishing AV calcification. Taken together, these findings reveal a role for 
Gal-3 in AV calcification associated with AS progression.
The AV leaflets are a highly specialized structure consisting mostly of VICs 
and complex ECM structures (6, 22). An inflammatory and fibrotic process 
in AV in humans and animal models has been previously reported (23-25). 
Aberrant remodelling of the ECM is also brought about by the deregulated 
expression of MMPs, facilitating inflammation (26). These events are asso-
ciated with activation of VICs towards an osteogenic-like phenotype associa-
ted with up-regulation of BMPs pathway (27). In agreement with these data, 
AS patients presented an increase in inflammation, ECM remodeling, MMP 
activities, and calcification markers. All these processes are accompanied by 
enhanced Gal-3 levels in serum and AVs from AS patients. In addition, AV 
Gal-3 protein levels and serum Gal-3 levels were correlated, suggesting that 
circulating Gal-3 levels could indicate AV calcification in AS. Moreover, Gal-3 
colocalized with expression of VICs markers, as well as with osteogenic and 
inflammatory markers, proposing a role for this lectin in the calcification and 
inflammatory processes associated with AS progression. Accordingly, Gal-3 
enhanced inflammatory, fibrotic, and osteogenic markers in VICs by activa-
ting the ERK1/2 pathway. The ERK1/2 pathway plays an important role in 
regulating the calcification of VICs (28). Similarly, in human cardiac fibro-
blasts, Gal-3 showed proinflammatory and profibrotic properties increasing 
inflammatory markers, MMPs activity and ECM components (29). Impor-
tantly, and in line with our findings, Gal-3 has been shown to promote vas-
cular calcification associated with atherosclerosis (19). When cultured in an 
osteogenic medium, Gal-3-deficient vascular smooth muscle cells (VSMCs) 
exhibited defective osteogenic differentiation (19), suggesting that Gal-3 was 
essential for a complete transdifferentiation of VSMCs into osteoblast-like 
cells. In fact, Gal-3 has also been related with Runx2 (30), and to participate 
in the process of endochondral bone formation (31).
CAVD share features with vascular calcification and atherosclerosis (6). 
However, statins therapy did not reduce the progression of AS (10, 11). In ad-
dition, AS patients present left ventricle (LV) remodeling in response to chro-
nically increased afterload. Because of this fact, angiotensin-converting en-
zyme inhibitors (ACEis) could promote beneficial effects in AS patients(32). 
In the RIAS study, ACE inhibition leads to a modest reduction in LV mass 
in asymptomatic patients with AS, with trends toward slower progression of 
valvular stenosis (33). Although the data of the RIAS study are promising, 
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routine use of ACEis in patients with asymptomatic AS cannot be systema-
tically recommended at this time. Importantly, circulating Gal-3 levels po-
sitively correlated with cardiac fibrosis in AS patients (34). Moreover, Gal-3 
may serve as a prognostic biomarker after transcatheter AV implantation by 
reflecting the degree of myocardial fibrosis (16). Additionally, cardiac Gal-3 
expression is associated with inflammatory markers in myocardial biopsies 
from AS patients (7). However, a recent study concludes that Gal-3 did not 
provide prognostic information on the occurrence of AS-related events (35).
Previous studies in our group have demonstrated that pharmacological 
Gal-3 inhibition using MCP prevented cardiovascular remodelling in several 
hypertensive models (17, 18, 29) as well as in a normotensive model of obesity 
(36). Similar beneficial effects of Gal-3 inhibition have been reported on car-
diac fibrosis, remodelling and dysfunction in angiotensin II-treated animals 
(37). Our results have shown that Gal-3 not only acts on ECM components 
and inflammation, but also in calcification process. In vitro, in human VICs, 
Gal-3 inhibition with MCP attenuated the pro-inflammatory, pro-fibrotic and 
pro-osteogenic response. Complementary, Gal-3-deficient VICs presented 
lower inflammation and osteogenic differentiation, indicating that Gal-3 may 
play a role as a downstream mediator in the regulation of calcification. These 
pro-osteogenic effects of Gal-3 were confirmed in an animal model of AS, 
where the treatment with the pharmacological inhibitor of Gal-3 was able to 
decrease the AV calcification in the AS group showing the potential therapeu-
tic benefit of Gal-3 inhibition with MCP. 
The present study demonstrates that Gal-3 is elevated in aortic VICs of 
stenotic valves. Enhanced Gal-3 activation plays an important role in the aug-
mentation of the pro-inflammatory, pro-fibrotic and pro-osteogenic respon-
se. Furthermore, Gal-3 blockade delays AV calcification. These novel findings 
obtained in diseased AVs, in human aortic VICs and in an experimental mo-
del of AS indicate that Gal-3 may be a new potential biotarget for delaying AV 
calcification and for the prevention of CAVD.
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1 .  L AS  VÁLVU LAS D EL CORAZÓN
1.1.  DEFINICIÓN, ESTRUCTURA Y FUNCIÓN
La misión del corazón es recibir la sangre del organismo y enviarla a los pul-
mones, donde se oxigena, para volver de nuevo con un flujo adecuado a las 
necesidades de todos sus tejidos y estructuras. Las cámaras del corazón son 
cuatro: dos aurículas y dos ventrículos; las cámaras derechas están separadas 
de las izquierdas por el tabique interauricular y el interventricular, respectiva-
mente. Los ventrículos son las bombas más activas y de ellos depende princi-
palmente el funcionamiento del corazón. Las aurículas contribuyen al llenado 
de los ventrículos con su contracción y, en condiciones normales, representan 
el 20% del volumen de llenado. Las válvulas son puertas que existen entre las 
diferentes cámaras y que obligan a la sangre a seguir una dirección para que 
no retroceda una vez que entra el flujo sanguíneo en el corazón (Figura 1).
La válvula tricúspide está situada entre la aurícula derecha y el ventrículo 
derecho; la válvula pulmonar, entre el ventrículo derecho y la arteria pul-
monar; la válvula mitral se encuentra entre la aurícula izquierda (AI) y el 
ventrículo izquierdo; y la válvula aórtica (VA), entre el ventrículo izquierdo y 
la aorta. Las dos válvulas situadas en el lado derecho del corazón (tricúspide 
y pulmonar) dirigen la sangre que entra procedente del organismo hacia el 
pulmón, donde se oxigena; desde allí retorna a la aurícula izquierda, para pa-
sar después a través de las válvulas mitral y aórtica, que ordenan a la sangre 
seguir la dirección hacia el organismo a fin de llevarle oxígeno y nutrientes. 
Las cuatro válvulas cardiacas comparten una estructura arquitectónica en lá-
minas compuesta por células, como las células endoteliales valvulares (CEVs) 
en las superficies que están en contacto con la sangre y las células intersti-
ciales valvulares (CIVs) a nivel más profundo, y la matriz extracelular (MEC) 
valvular que contiene colágeno, elastina y MEC amorfa (predominantemente 
glicósidoaminoglicanos). A nivel histológico, las válvulas constan de tres ca-
pas: la fibrosa, que es una lámina de colágeno densa, próxima a la superficie 
de entrada de la sangre, que se continua con las estructuras que dan soporte 
a la válvula; la espongiosa, que es una lámina central de tejido conectivo laxo 
rico en glicósidoaminoglicanos; y la ventricularis, que es una lámina rica en 
elastina y próxima a la superficie de salida de la sangre (Figura 2). (1)
Aunque las válvulas cardiacas son relativamente avasculares en estado 
fisiológico, se han identificado terminaciones nerviosas que contienen neu-
rotrasmisores simpatéticos, parasimpatéticos y peptidonérgicos activos. (2)
 — 32 —
INTRODUCCIÓN
1.2 ENFERMEDADES DE LAS VÁLVULAS CARDIACAS
La inflamación, el engrosamiento, la rigidez, la rotura, la mala coaptación y 
la calcificación de las valvas determinan que el orificio o área valvular dis-
minuya y/o que su cierre sea incompleto. En el primer caso, la disminución 
de su orificio efectivo (estenosis) impide el paso de la sangre de una cámara 
a otra; en el segundo, la incompetencia al cerrarse (insuficiencia valvular) 
hace que la sangre vuelva a la cámara de donde procede. En cualquiera de las 
dos situaciones, se van a producir dos fenómenos. En primer lugar, el flujo 
de sangre anterógrado hacia el organismo disminuye, por lo que no cumple 
la misión de aportar oxígeno y nutrientes a las células. En segundo lugar, la 
sangre se retiene aguas atrás y, dependiendo de la válvula afectada, ocasiona 
síntomas de congestión pulmonar, hepática o de los miembros inferiores. La 
severidad de estas lesiones tiende a aumentar con el paso del tiempo al calcifi-
carse o retraerse los velos, y la válvula va perdiendo progresivamente su inte-
gridad funcional y anatómica. Pero quizá lo más importante que acontece es 
el deterioro progresivo que ocasionan esas lesiones valvulares en las cámaras 
próximas a la válvula afectada, así como a los ventrículos, auténticas bombas 
musculares que se dilatan excesivamente y pueden llegar a perder su función, 
a veces de forma irreversible. Esto sucede en las insuficiencias valvulares. A 
veces puede producirse sin síntomas, hecho que entraña un riesgo importan-
te y que empeora la historia natural de esta enfermedad. La dilatación y la 
pérdida de función de las aurículas, fundamentalmente en las lesiones mitra-
les, determinan la aparición de trastornos del ritmo (arritmia).
Figura 2. 
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2 .  L A VÁLVU LA AÓRTICA
La VA está situada anatómicamente entre el ventrículo izquierdo (VI) y la 
aorta, y es el orificio por el cual se expulsa la sangre desde el corazón al to-
rrente circulatorio. En un corazón normal, la sangre fluye siempre desde el 
ventrículo a la aorta, pero no en sentido contrario. Esto implica, por un lado, 
que cuando el corazón se contrae para eyectar la sangre (sístole), la válvula 
aórtica debe abrirse para permitir que la sangre salga y por otro, que cuando 
esta contracción cesa y el ventrículo se relaja (diástole), la válvula debe ce-
rrarse para que la sangre no vuelva atrás.
 La VA humana es una estructura única. Para los 80 años de edad, se habrá 
abierto y cerrado unos 3000 millones de veces, soportando la mayor presión 
del sistema cardiovascular. Igualmente tiene la habilidad de regular un flujo 
de sangre de entre 1 y 20 litros de sangre por minuto a través de ella depen-
diendo del estado hemodinámico del sistema cardiovascular. 
La VA representa un paradigma de la especialización de la estructura val-
vular y de la dinámica tisular. La dirección del flujo sanguíneo durante la sís-
tole permite que la válvula se abra al pasar la sangre entre los velos aórticos. 
La superficie de entrada de este flujo se localiza a lo largo de la dirección del 
mismo. Durante la diástole, la válvula se cierra debido a que la presión fin 
de diástole hace que se cierren los velos a lo largo de la superficie de salida. 
Como se explicará más abajo, los velos de la VA se unen a la pared aórtica en 
forma semilunar, ascendiendo hasta las comisuras y descendiendo hasta la 
unión basal de cada velo. Durante la fase de cierre (diástole) y bajo la presión 
de la sangre en la aorta, los velos de la VA se estiran y coaptan, cerrando así 
el orificio (Figura 3). 
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Desde un punto de vista funcional, la VA no se entiende sin tener en cuen-
ta también el tracto de salida del ventrículo izquierdo (TSVI) y la raíz aórtica. 
El TSVI consiste en una estructura fibromuscular en la que septo interven-
tricular muscular y membranoso forman la cara anterior y la cortina mitroa-
órtica y el velo anterior de la válvula mitral forman la cara posterior. Las caras 
anterior y posterior se unen en los trígonos fibrosos derecho e izquierdo, que 
actúan como bisagras, y por lo tanto juegan un papel importante en el mante-
nimiento del comportamiento hemodinámico del TSVI.
La raíz aórtica provee las estructuras de soporte para los velos de la VA y 
forma un puente entre el ventrículo izquierdo y la aorta ascendente. La raíz 
aórtica se extiende desde la unión basal de los velos que se encuentra en el 
interior del ventrículo izquierdo, hasta la unión sinotubular. La unión ven-
trículo-aórtica anatómica que es circular y está dentro de la raíz aórtica, se 
encuentra en el punto donde las estructuras de soporte del TSVI dan lugar a 
las paredes fibro-elásticas de los senos valvulares aórticos (senos de Valsalva). 
Este anillo es, sin embargo, discordante con la morfología de la línea de inser-
ción de los velos de la VA, ya que se cruza en varios puntos con esta. Esta línea 
de estructura semilunar o de corona, se extiende a través de la raíz, desde la 
unión basal de los velos, dentro del ventrículo izquierdo, hasta la unión más 
distal en la unión sinotubular y conforma lo que se conoce como el anillo de la 
válvula aórtica. Las crestas de este anillo, a la altura de la unión sinotubular, 
dan lugar a las “comisuras” o zonas de unión de cada velo valvular con su con-
tiguo, de tal forma que normalmente se distinguen 3 comisuras. Las comisu-
ras tienen una estructura fibrosa y sostienen a los velos valvulares (Figura 4).
Figura 4. 
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Las uniones semilunares de los velos dentro de los senos de Valsalva son 
las que forman la unión hemodinámica entre el ventrículo izquierdo y la aor-
ta, y conforman un triángulo que tiene como base la unión ventrículo-aórtica. 
Todas las estructuras distales a estas uniones están sujetas a presiones arte-
riales, mientras que las proximales están sujetas a presiones ventriculares. 
Desde un punto de vista funcional, los tres senos valvulares y sus correspon-
dientes velos son idénticos. Sin embargo, desde un punto anatómico, son di-
ferentes, ya que dos de los senos dan lugar a las arterias coronarias (derecha 
e izquierda). Estos dos senos, en su mayor parte están formados por pared 
aórtica, pero debido a que las uniones semilunares cruzan la unión ventrí-
culo-aórtica anatómica, una banda de músculo ventricular se incorpora a la 
base de ambos senos. El tercer seno (llamado no-coronariano) no tiene banda 
muscular, y por tanto solo tiene pared fibrosa. La base de este seno por debajo 
de la unión ventrículo-aórtica anatómica forma parte de la continuidad de las 
válvulas aórtica y mitral, que como ya se ha descrito anteriormente conforma 
la cara posterior del TSVI (3). 
Válvula aórtica bicúspide
Aunque generalmente la válvula aórtica tiene tres velos, existe una variante 
conocida como válvula aórtica bicúspide (VAB), en la que solo existen dos 
velos. La VAB es la anomalía congénita cardiaca más frecuente, teniendo una 
prevalencia en la población general de un 0.9 al 2% y aparece con una fre-
cuencia del 54% en todos los pacientes mayores de 15 años con estenosis aór-
tica (EA) severa. La EA es la complicación más frecuente de la VAB. Las VABs 
se forman como resultado de una formación anormal de los velos durante la 
valvulogénesis. Los velos adyacentes se unen para formar un único velo abe-
rrante, que es de mayor tamaño que el otro, pero más pequeño que 2 velos 
normales juntos. El mayor de los dos velos suele tener un rafe o falsa comisu-
ra, que histológicamente carece de tejido valvular propiamente dicho. Los ve-
los suelen estar orientados a la derecha y la izquierda, con las comisuras ver-
daderas en una orientación anterior-posterior. Probablemente las VABs son 
resultado del complejo proceso de desarrollo valvular, más que de una simple 
fusión de dos velos normales. En realidad, la malformaciones congénitas de 
la VA parecen ser el resultado de un continuum fenotípico de válvulas mono-
cúspides (forma más severa), válvulas bicúspides (forma moderada), válvulas 
tricúspides (normal) y las más raras válvulas quatricúspides. Las VABs pue-
den tener una distribución familiar con un patrón hereditario multifactorial, 
o de forma ocasional, con un patrón autosómico dominante. Se ha descrito 
que en familiares de primer grado de individuos con VAB, la prevalencia de 
este defecto es del 9.1%, mucho más alto que la prevalencia en la población 
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general. Curiosamente, aunque las VABs son más frecuentes en varones que 
en mujeres por un factor de 2 a 1 en la población general, la prevalencia es 
similar en aquellas familias con más de un individuo afectado (4) (5).
3.  E N F E R MEDAD ES D E LA VÁLVULA AÓRTICA
Las alternaciones hemodinámicas de la VA se pueden dividir en dos grandes 
grupos, la insuficiencia aórtica (IA) y la EA.
3.1.  INSUFICIENCIA AÓRTICA
La IA se caracteriza por el reflujo diastólico de sangre desde la aorta al VI 
debido a la falta de coaptación de los velos aórticos. El reflujo diastólico de 
sangre desde la aorta al VI provoca una sobrecarga de volumen en el mismo. 
La sobrecarga de volumen es consecuencia del propio volumen de sangre que 
vuelve al VI y, por tanto, está directamente relacionada con el tamaño de este 
volumen y también con la gravedad de la insuficiencia. De esta forma, mien-
tras que la IA ligera produce solamente una sobrecarga de volumen mínima, 
la IA grave produce una sobrecarga de volumen masiva y la dilatación progre-
siva de la cavidad ventricular izquierda. 
Durante la fase inicial de la IA compensada, el VI se adapta a la sobrecarga 
de volumen por medio de una hipertrofia excéntrica, ya que se produce un au-
mento compensatorio del tamaño de los miocitos y un aumento del volumen 
ventricular. El aumento de tamaño de los miocitos se desencadena a través 
de la activación, por estímulos externos, de diferentes señales intracelulares. 
Éstas actúan sobre el núcleo, favorecen una mayor síntesis de proteínas y pro-
ducen una reduplicación de sarcómeros (6). La hipertrofia excéntrica mantie-
ne la elasticidad diastólica del VI, de tal forma que la presión de llenado del VI 
permanece normal o ligeramente aumentada, a pesar de tener que soportar el 
volumen extra de sangre regurgitante. Aparte de ello, la hipertrofia excéntrica 
aumenta la masa ventricular izquierda, de tal forma que la relación volumen/
masa permanece inalterada y la fracción de eyección del VI (FEVI) se mantie-
ne por el aumento de la precarga (7).
En la IA también se produce una sobrecarga de presión, resultante de la hi-
pertensión sistólica que ocurre como consecuencia del aumento del volumen 
de eyección aórtico, ya que tanto el volumen retrógrado como el anterógrado 
son eyectados hacia la aorta en sístole. Esta hipertensión sistólica puede con-
tribuir a un proceso de dilatación de la raíz aórtica y a un consecuente aumen-
to de la IA (7) . El remodelado de la matriz extracelular en la hipertrofia por 
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sobrecarga de volumen parece ser diferente a la causada por sobrecarga de 
presión. En situaciones de sobrecarga de volumen, la dilatación de la cavidad 
ventricular se debe tanto al aumento de tamaño de los miocitos, como a los 
cambios en el tramado de las fibras de colágeno. La disolución de este trama-
do conduce a un aumento de la elasticidad, a una disminución de las fibras 
musculares y a un incremento en el tamaño de la cavidad. Esta disolución se 
debe fundamentalmente a la activación de las metaloproteinasas de matriz 
(MMPs), una familia de proteínas que contienen zinc y que incluye estrome-
lisinas, colagenasas, gelatinasas y MMPs de membrana (8).
Con el paso del tiempo, la dilatación progresiva del VI y la hipertensión 
sistólica aumentan la tensión parietal y la relación volumen/masa ventricu-
lar. Conforme esto ocurre, hay una fase durante la que la FEVI permanece 
dentro de la normalidad, pero sin embargo la elasticidad del ventrículo decre-
ce, lo que conduce a una disfunción miocárdica inicial que está en gran parte 
encubierta por el aumento en la precarga. Estos hechos representan una fase 
reversible del proceso si se procede a una sustitución valvular aórtica. En caso 
contrario, el aumento en la tensión parietal conduce a una disfunción sistólica 
del VI más acusada. En la IA grave crónica, la tensión parietal al final de sís-
tole puede llegar a ser tan alta como en la EA, lo que da lugar a una marcada 
hipertrofia del VI (cor bovinum) con un aumento del volumen y la masa del 
VI y la adopción de una geometría esférica. En la IA grave descompensada, a 
la disfunción sistólica del VI se asocia una disminución de la elasticidad del 
mismo. Esto produce un aumento de las presiones de llenado y la aparición 
de síntomas de insuficiencia cardíaca. (7) 
La fisiopatología de la IA grave aguda difiere sustancialmente de la cróni-
ca, ya que impone un repentino exceso de carga de volumen sobre un VI no 
preparado para esta situación. Esto resulta en un drástico incremento de la 
presión telediastólica en el ventrículo izquierdo (PTDVI) que puede llegar a 
igualar a la presión diastólica en la aorta. Debido a que la presión en el VI es 
superior a la presión en la aurícula izquierda durante la diástole, se crea un 
gradiente ventriculoauricular que produce un cierre prematuro de la válvula 
mitral previo al comienzo de la siguiente sístole. Este cierre prematuro de la 
válvula mitral es beneficioso porque impide que la alta PTDVI se transmita al 
sistema venoso pulmonar, evitando así el edema pulmonar y el fallo cardíaco 
izquierdo. No obstante, esta protección que ofrece el cierre prematuro de la 
válvula mitral se pierde cuando el gradiente ventriculoauricular sigue aumen-
tando y hace que la válvula mitral se abra al final de la diástole, dando lugar a 
una insuficiencia mitral diastólica. (9).
La IA es una valvulopatía de curso muy silente y en ocasiones se diagnos-
tica de forma casual. El síntoma predominante es la disnea de esfuerzo que 
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progresa a disnea de reposo, disnea paroxística nocturna, ortopnea y datos de 
insuficiencia cardíaca derecha. En fases más avanzadas de la enfermedad se 
asocian síntomas de bajo gasto como fatigabilidad y debilidad muscular. La 
presencia de angina es otro síntoma y se debe a una disminución de la presión 
de perfusión coronaria. En el caso de que se produzca una IA aguda, esta se 
presenta como datos de fallo cardíaco agudo anterógrado y retrógrado: bajo 
gasto asociado a edema agudo de pulmón.
3.2. ESTENOSIS AÓRTICA
3.2.1.  FISIOPATOLOGÍA
En situaciones normales, la VA ofrece poca o nula resistencia al flujo anteró-
grado de sangre desde el VI a la aorta. Cuando la válvula está abierta, las pre-
siones a ambos lados de la misma son prácticamente iguales. Este equilibrio 
entre la presión sistólica en el ventrículo izquierdo y en la aorta se mantiene 
hasta que el área de la VA disminuye por debajo de la mitad de su superficie 
normal de 3-4 cm2. Conforme la EA avanza, se va generando un gradiente de 
presión entre el VI y la aorta. Este gradiente representa la presión adicional 
(sobrecarga) que el ventrículo izquierdo tiene que superar para poder eyectar 
sangre a través de la válvula estenosada. 
En la EA la sobrecarga de presión provoca una hipertrofia ventricular iz-
quierda (HVI) concéntrica a través de una cascada de acontecimientos bioló-
gicos, como por ejemplo un aumento en la síntesis de la cadena pesada de la 
miosina, que se acompañan de unos complejos cambios en la reprogramación 
de los genes que incluyen la re-expresión de genes cardíacos fetales inma-
duros. La disminución gradual del área valvular aórtica produce, en conse-
cuencia, un aumento progresivo de la presión y de la HVI. En situaciones de 
sobrecarga de presión, y como adaptación a la misma, se produce también un 
aumento en la producción y deposición intersticial de colágeno, que debe di-
ferenciarse de la deposición patológica de colágeno, la cual se caracteriza por 
la presencia de fibrosis tanto intersticial como perivascular. El origen de la 
fibrosis reactiva en la EA no está completamente aclarado. Entre las posibles 
causas se describen una alteración en la interacción entre los miocitos y la 
MEC, la isquemia miocárdica o la activación local de péptidos tróficos como 
la angiotensina II, la aldosterona y/o las catecolaminas, que dan lugar a una 
expresión secuencial del factor de crecimiento transformador β1 (TGF-β1) y 
de la fibronectina, y consecuentemente a un relativo aumento en la deposi-
ción de colágeno. La sobrecarga de presión por sí sola aumenta la poscar-
ga ventricular izquierda, empeorando la FEVI. La poscarga generalmente se 
cuantifica como la tensión parietal o el estrés de la pared (s), que se rige por la 
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ley de Laplace, en la que s = pr/2t, donde p es la presión ventricular izquierda, 
r es el radio ventricular y t es el grosor ventricular. Cuando la presión crece en 
el numerador de la ecuación, se compensa por un aumento en el grosor de la 
pared (hipertrofia concéntrica VI en el denominador, manteniendo la poscar-
ga normal. La normalización de la poscarga es fundamental para mantener la 
FEVI y el volumen sistólico(10). (Figura 5)
La HVI tiene dos consecuencias hemodinámicas. En primer lugar, se ha 
demostrado que disminuye la contractilidad ventricular. En segundo lugar, 
conduce a un patrón de flujo coronario anómalo y a una disminución de la 
reserva de flujo coronario, que conduce a un estado de isquemia miocárdica 
relativa. En concreto, se ha identificado un patrón consistente de seis ondas 
de presión y de velocidad que regulan el flujo coronario en sístole y en diás-
tole. El dominante es una presión diastólica de succión durante la relajación 
del ventrículo izquierdo, que se reduce significativamente en pacientes con 
HVI. Además, la HVI puede estar asociada a cambios en la presión ventricu-
lar izquierda mediante la activación de barorreceptores, que desempeña una 
función central en el síncope inducido por el esfuerzo. Estos tres fenómenos 
se relacionan con los síntomas típicos de la EA: disnea, angina y síncope (11).
 
3.2.2. DIAGNÓSTICO
El diagnóstico de la EA se basa en la exploración física en los estudios diag-
nósticos de Electrocardiografía (ECG), radiografía, ecocardiografía, y la To-
mografía computarizada multicorte (TCMC).
Figura 5 
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3.2.2.1. Exploración física
El pulso suele ser de menor amplitud (volumen sistólico reducido) y con as-
censo retardado (eyección prolongada a través de una válvula estenótica, par-
vus et tardus. A la auscultación, el hallazgo característico es un soplo sistólico 
localizado en el borde esternal derecho alto (segundo espacio intercostal de-
recho) irradiado a la base del cuello.
 
3.2.2.1. Radiografía de tórax
Puede ser completamente normal. En casos de HVI se aprecia una morfolo-
gía redondeada de la silueta cardíaca. La presencia de cardiomegalia indica 
dilatación ventricular. En fases de insuficiencia cardíaca aparecen datos de 
hipertensión venosa pulmonar (Figura 6).
3.2.2.3. Ecocardiografía
Es la técnica de elección para establecer el diagnóstico y llevar a cabo el segui-
miento de la valvulopatía aórtica. Los objetivos de la técnica son: definir de 
forma precisa la anatomía valvular y la aorta ascendente, cuantificar el grado 
de la estenosis, valorar la repercusión de la misma sobre el VI, identificar 
otras lesiones valvulares, estimar la presión sistólica en arteria pulmonar y 
descartar otros procesos asociados.
3.2.2.3.1. Anatomía valvular y aorta ascendente
La técnica permite determinar el número de velos (bicúspide, tricúspide, mo-
nocúspide o tetracúspide), el grado y la extensión de la calcificación, y la eva-
luación de la aorta ascendente respecto a los diámetros a distintos niveles: 
anillo aórtico, senos de Valsalva, unión sinotubular y aorta ascendente.
Figura 6 
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3.2.2.3.2. Cuantificación del grado de estenosis
La velocidad del flujo aórtico se mide con ecocardiografía Doppler continuo, 
como la velocidad máxima a través de la VA. Este parámetro ha demostra-
do predecir el comienzo de los síntomas y la evolución clínica de pacientes 
asintomáticos. Así, una velocidad > 4 m/s es un indicador de gravedad de la 
valvulopatía y una velocidad pico > 5 m/s o la combinación de una válvula 
gravemente calcificada con un aumento rápido de la velocidad > 0,3 m/s al 
año son predictores de rápida progresión y mala evolución en el plazo de dos 
años en pacientes con EA grave asintomática. El gradiente máximo y medio 
de presión transaórtica se calculan a partir de las velocidades usando la ecua-
ción de Bernoulli simplificada. El gradiente máximo se corresponde con la 
diferencia máxima entre la presión de la aorta y la presión instantánea en el 
VI. El gradiente medio se calcula integrando el gradiente máximo en toda la 
ecuación de la sístole. Existe una relación lineal entre los gradientes transaór-
ticos máximo y medio que se obtiene con las siguientes ecuaciones.
APmedio = (Apmax/1,45) – 2,2 mmHg
Apmedia = 2,4 (Vmax)3
Los gradientes medios medidos por Doppler y medidos en el laboratorio 
de hemodinámica representan la diferencia media de presión entre la aorta 
y el VI en el periodo de eyección, con buena relación si se registran simultá-
neamente. El gradiente “pico-pico” se corresponde con la diferencia entre la 
presión aórtica máxima y la presión máxima del VI. Éste no puede ser deter-
minado mediante Doppler. El área valvular se calcula mediante la ecuación 
de continuidad, siendo este un método no invasivo y que no contiene una 
constante empírica. El cálculo se basa en el principio de continuidad de flujo.
AVA = (ITVtsvi x ASTtsvi) / ITVao
AVA: área valvular aórtica; ITV: integral velocidad-tiempo; tsvi: tracto de 
salida de VI; ao: aórtica; AST: área de la sección transversal.
3.2.2.3.3. Valoración de la repercusión sobre el VI
El objetivo es cuantificar la función sistólica, la función diastólica, la masa 
ventricular y los espesores ventriculares, y calcular los parámetros hemodi-
námicos de forma indirecta: presión sistólica pulmonar y presión AI (12).
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3.2.2.4. Cateterismo cardíaco
La indicación principal del cateterismo cardíaco en la valvulopatía aórtica es 
la de la valoración de una posible enfermedad arterial coronaria (EAC). La 
coronariografía está indicada en pacientes con EAC conocida o sospechada 
por pruebas no invasivas, pacientes con disfunción ventricular, pacientes con 
más de un factor de riesgo cardiovascular, en varones de mayores de 40 años 
y en mujeres posmenopáusicas. La coronariografía invasiva en algunos casos 
puede ser sustituida por la coronariografía no invasiva mediante la (TCMC), 
dado que el riesgo de complicaciones con el cateterismo en pacientes con EA 
es algo más elevado (0,2%).
3.2.2.5. Prueba de esfuerzo
Está contraindicada en pacientes con EA grave sintomáticos debido al riesgo 
de complicaciones. En pacientes con EA grave asintomáticos está indicada 
para desenmascarar los síntomas, estratificar el riesgo, valorar el grado fun-
cional y estudiar la respuesta tensional al esfuerzo y la inducción de arritmias. 
Siempre debe ser realizada bajo supervisión estricta. No es útil para descartar 
EAC asociada, dada la alta prevalencia de alteraciones eléctricas basales y 
durante el esfuerzo en pacientes con EA grave (13).
3.2.2.6. Tomografía computarizada multicorte 
Actualmente la presencia de protocolos de baja radiación hace posible am-
pliar las indicaciones de estudio mediante (TCMC) a los pacientes con val-
vulopatías. La utilidad del estudio mediante esta técnica está definida a unas 
determinadas situaciones:
1. Cuantificar el área valvular, el calcio valvular y la distribución del mismo 
en casos de dudas diagnosticas ya que el valor del score de calcio de la VA 
cuantificado mediante TCMD sin contraste se correlaciona con el área de 
la válvula y el grado de estenosis.
2. Coronariografía no invasiva antes de cirugía de remplazo valvular en pa-
cientes con probabilidad pretest de EAC baja e intermedia, pudiendo ser 
sustitutivo al estudio invasivo.
3. Valoración de la anatomía valvular y de la aorta ascendente en casos de 
dilatación de la misma.
4. Estudio de pacientes re-operados: valorar la relación de los puentes coro-
narios con el esternón y la anatomía torácica.
5. Estudio completo del paciente previo a la implantación de prótesis percu-
tánea (TAVI).
6. Como novedad respecto a las técnicas de imagen en la estenosis aórtica 
mediante el uso de TCMC Tomografia emisora de positrones (PET) y mar-
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cadores de inflamación (18F-fluorodeoxyglucosey calcificación (18F-fluo-
ride) permite estudiar el proceso de la degeneración valvular calcificada y 
los mecanismos inflamatorios (14) (15) (16).
3.2.2.7. Resonancia magnética 
La resonancia cardiaca sin contraste y tras la administración de gadolinio es 
una técnica que aporta una excelente información tanto para el diagnóstico 
como para el pronóstico de la enfermedad valvular aórtica pero su uso está 
limitado por la disponibilidad de la misma. Mediante las distintas secuen-
cias aporta información morfológica muy útil de la válvula y la raíz aórtica, 
así como funcional, siendo la técnica de referencia para la cuantificación de 
volúmenes, masa y FVI. Mediante secuencias específicas de realce tardío tras 
administración de gadolinio y secuencias T1 mapping, permite detectar fibro-
sis miocárdica focal y fibrosis miocárdica difusa, las cuales se han asociado a 
un peor pronóstico en la EA. Actualmente el uso de esta técnica en la práctica 
clínica queda limitado a los pacientes que la ecocardiografía no aporta a toda 
la información necesaria o a los casos de dudas diagnósticas en los que es 
necesario completar el estudio (17).
 
3.2.3. HISTORIA NATURAL Y TRATAMIENTO
Existe considerable evidencia que sugiere que la evolución clínica de la EA 
degenerativa, particularmente en Vas normales, es muy lenta. Esta evolución 
se asocia a un proceso gradual que comienza con el engrosamiento de los 
velos valvulares (situación conocida como esclerosis aórtica), sin aumento 
del gradiente transvalvular, y progresa hasta un estrechamiento severo de la 
válvula (18).
La severidad de las EA se establece según los valores de parámetros como 
la velocidad de la sangre a través de la válvula durante la sístole, le gradiente 
de presión medio y el área de la válvula aórtica medida (absoluta e indexada) 
(Tabla 1).
Tabla 1. Severidad de la EA. Grad.: gradiente, AVA: área de válvula aórtica
ESCLEROSIS LEVE MODERADA SEVERA
Velocidad (m/s) <2,5 2,6-2,9 3,0-4,0 >4,0
Grad. Medio 
(mmHg)
<20 20-40 >40
AVA (cm2) >1,5 1,0-1,5 <1
AVA indexada 
(cm2/m2)
>0,85 0,60-0,85 <0,60
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La historia natural de la EA en adultos no está bien definida. En la mayoría 
de los casos, el aumento progresivo del gradiente a través de la VA conduce 
a la aparición de síntomas. En aquellos pacientes con una velocidad del flujo 
< 3,0 m por segundo, se observa una supervivencia asintomática a los 2 años 
del 75-80%, mientras que en aquellos con una velocidad del flujo ≥ 4 m por 
segundo esta es del 30 al 50% (19). 
En contraste con publicaciones previas, que indicaban un relativo buen 
pronóstico en pacientes con EA leve o moderada, estudios más recientes has 
sugerido que estos pacientes muestran peores resultados en seguimientos 
más cortos, estando estos no relacionados con la valvulopatía, sino con co-
morbilidades cardiovasculares. De todas formas, la validez de estos estudios 
ha sido cuestionada por la heterogeneidad de los parámetros y poblaciones 
evaluadas (20).
En el caso de la EA severa, una vez que aparecen los síntomas, típicamente 
disnea, angina y síncope, el pronóstico es muy pobre. En el frecuentemente 
citado estudio de Ross y Braunwald, publicado a finales de la década de los 
60, se señalaba que la esperanza de vida media en pacientes con EA severa 
sintomática era de 2 años a 5 años con un incremento en el riesgo de muerte 
súbita (21) (22) (23) (Figura 7).
En aquellos pacientes con EA severa sintomática, el único tratamiento 
efectivo es la sustitución valvular aórtica (SVA) por una prótesis biológica 
o mecánica, o el implante trans-cateter de una prótesis valvular (biológica). 
Este último procedimiento es conocido como “transcatheter aortic valve im-
plantation” (TAVI). Estos tratamientos dan lugar una mejora de la esperanza 
de vida, reducen los síntomas y mejoran la capacidad de ejercicio de estos pa-
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cientes. En ausencia de otras enfermedades que pueden limitar la esperanza 
de vida o la calidad de vida, la sustitución valvular aórtica está indicada en la 
mayoría de los pacientes con EA severa que estén sintomáticos. Esta inter-
vención se debe realizar lo antes posible tras la aparición de síntomas (19). 
Tanto la SVA como el TAVI conllevan riesgos para el paciente en términos 
de complicaciones asociadas a los procedimientos y un gasto económico im-
portante. La mortalidad intrahospitalaria de la SVA se sitúa entre el 4-6% en 
Europa y Norteamérica (24) (25). En España la mortalidad asociada a susti-
tución valvular aórtica aislada en el 2013 fue del 3,9% (26).
Aparte del riesgo de muerte, existe también un riesgo de complicaciones inva-
lidantes como los accidentes cerebrovasculares. En un estudio reciente en pacien-
tes mayores de 65 años intervenidos de SVA y en los que se hizo una valoración 
específica de este tipo de complicaciones, la incidencia fue del 17% (27). 
Independientemente del riesgo asociado al procedimiento quirúrgico, 
existe igualmente riesgo de deterioro estructural de las prótesis, sobretodo 
de las biológicas, y de complicaciones graves asociadas a las propias prótesis 
valvulares. 
Chan et al, en un estudio evaluando resultados a largo plazo en más de 
3000 pacientes intervenido de SVA con prótesis biológicas o mecánicas, des-
cribieron una riesgo de morbilidad asociada a la prótesis (disfunción neu-
rológica, trombosis valvular, tromboembolismo, hemorragia, endocarditis 
protésica o necesidad de re-operación) que variaba entre 3,4 y 3,8% para la 
prótesis biológicas y del 13,1 al 15,6% para las mecánicas a los 12 años de la 
intervención dependiendo de la edad del paciente cuando fueron operados. 
La necesidad de re-operación por deterioro estructural está estrechamente 
asociada al tipo de prótesis (mayor en las biológicas que en las mecánicas). 
A los 12 años variaba entre el 1.9% el 0 y el 1 % para las prótesis mecánicas y 
entre el 1,9% para mayores de 70 años y el 27,3% para los pacientes menores 
de 60 años para las prótesis biológicas (28). 
En un estudio retrospectivo similar en 4253 pacientes de entre 50 y 69 
años de edad, Chiang et al describieron una incidencia acumulada a los 15 
años de ictus del 7.7% en los pacientes con prótesis biológicas y del 8,6% en 
pacientes con prótesis mecánicas, y de hemorragia mayor del 13% en pacien-
tes con prótesis mecánicas y del 6.6% en aquellos con prótesis biológicas. La 
incidencia acumulada a los 15 años de re-operación fue del 12,1% en pacientes 
con prótesis biológica y del 6,9% en pacientes con prótesis mecánica (29). 
Aparte del coste en mortalidad y morbilidad que se asocia a las SVA, existe 
también un importante coste económico asociado a la SVA o al TAVI. El coste 
intrahospitalario asociado a la SVA y al TAVI se ha calculado en 33.354±3357€ 
y 40.802±1399€ respectivamente (30).
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3.2.4. EPIDEMIOLOGÍA
La EA es la lesión más común entre los pacientes tratados por enfermedades 
valvulares cardiacas y la indicación más frecuentemente de sustitución valvu-
lar quirúrgica en los países industrializados. En Europa y Norte América, la 
cardiopatía reumática era, hasta hace unas décadas, la causa más frecuente 
de EA. Sin embargo, con la disminución en la prevalencia de la fiebre reumá-
tica, en la actualidad la etiología más frecuente es la degenerativa (también 
llamada calcificante) (31).
En estudios epidemiológicos llevados a cabo en Europa y Norte América, 
la prevalencia de la estenosis aórtica moderada se ha estimado de una for-
ma consistente de alrededor del 2% en individuos de 70 a 80 años de edad. 
Esta prevalencia se incrementa hasta el 3-9% en personas mayores de 80 
años. La prevalencia de la EA está estrechamente asociada a la edad (32). 
Teniendo en cuenta estos datos y que en de Navarra, el 18% de la población 
es mayor de 65%, en la Comunidad Foral hay más de 2300 personas con 
esta dolencia (33).
3.3. FISIOPATOGÉNESIS DE LA ESTENOSIS AÓRTICA 
DEGENERATIVA
La EA degenerativa abarca un amplio espectro de entidades clínicas, que van 
desde la esclerosis aórtica (en la que no hay obstrucción al flujo a través de la 
VA) hasta la estenosis aórtica calcificada. Sin embargo, se acepta que tanto la 
esclerosis aórtica como la EA son parte del mismo proceso fisiopatológico en 
el que los velos de la VA sufren un proceso progresivo de fibrosis y minerali-
zación que reduce su movilidad (34), de tal forma que la EA degenerativa se 
considera una enfermedad fibrocalcificante (35).
Varios estudios han documentado la existencia de un solapamiento en 
los factores clínicos tradicionalmente asociados a la ateroesclerosis y la EA 
degenerativa (36) (37). En un estudio poblacional prospectivo que incluyó 
a 5621 adultos mayores de 65 años de edad, se identificaron los factores de 
riesgo para la EA degenerativa: edad avanzada, sexo masculino, tabaquismo, 
hipertensión e hiperlipidemia. La fortaleza de la asociación de estos factores 
con la EA, es comparable a la observada en entre estos y la enfermedad ate-
roesclerótica, lo cual apoya la tesis de que existe un proceso común en ambas 
enfermedades (38) (39). Además, el estudio histopatológico de Vas obtenidas 
en procedimiento quirúrgicos de SVA por EA, indican la presencia en estas de 
procesos característicos de la enfermedad aterosclerótica como la infiltración 
lipídica, la inflamación y la calcificación (40) (41).
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3.3.1.  INFILTRACIÓN LIPÍDICA
En muestras de Vas con estenosis degenerativa se puede observar peque-
ñas acumulaciones extracelulares de lípidos distribuidas de forma focal en 
la región subendotelial y que se extienden hacia la lámina fibrosa. Las apo-
lipoproteinas B, (a) y E están presentes en las cercanías de estas regiones 
ricas en lípidos, lo que implica que estos lípidos se derivan de lipoproteínas 
plasmáticas. En otros estudios se ha podido identificar colesterol LDL oxida-
do (LDLox) que ha sido incorporado por macrófagos para transformarse en 
células espumosas análogas a las observadas en las lesiones ateroescleróticas 
(42). En experimentos in vitro, se ha observado que el LDLox promueve la 
mineralización de cultivos de CIVs y la expresión de marcadores osteogénicos 
(43). Distintos estudios has sugerido que niveles plasmáticos de lipoproteínas 
de baja densidad (LDL) y lipoproteínas altos, aumentan el riesgo tanto de 
esclerosis como de estenosis aórtica (44). También se ha demostrado que en 
sujetos con hipercolesterolemia (LDL > 130 mg/dl), la progresión de la cal-
cificación aórtica es más rápida que en los sujetos control (45). Igualmente, 
una mayor relación de colesterol total/colesterol de alta densidad (HDL) esta 
independientemente relacionada con una mayor progresión de la EA (46). En 
pacientes asintomáticos con hipercolesterolemia familiar, la prevalencia de 
EA degenerativa subclínica es significativamente superior a la de controles, 
lo cual recalca el papel importante del colesterol LDL en la patogénesis de la 
enfermedad (47).
3.3.2. INFLAMACIÓN
Una característica celular común a todas las patologías clínicas que cursan con 
calcificación microvascular, incluida la EA degenerativa, es la inflamación. Se 
ha sugerido que el 15% de los 715 genes que se regulan de forma diferenciada 
en válvulas aórticas humanas calcificadas, está relacionados con la inflamación 
(48). Se ha demostrado que tanto el factor de necrosis tumoral-α (TNF-α), 
como la Inteleuquina (IL) 1-β, la IL-6 y el LDLox, activan la biomineraliza-
ción vascular y ciertos procesos transductores de osteogénesis vascular (49). 
La IL-6 es una citoquina pleiotrópica que es secretada en respuesta a varios 
estímulos y que está sobre expresada en VA estenóticas. El LDLox es un com-
ponente patogénico y proinflamatorio de la hipercolesterolemia, que surge de 
la oxidación química extracelular espontanea del colesterol LDL (50). Niveles 
plasmáticos de LDLox elevados has sido asociados con una mayor remodelado 
fibrocalcificante y severidad de la EA degenerativa (51) (52). La presencia de 
un proceso inflamatorio en muestras de válvulas aórticas con estenosis dege-
nerativa esta independientemente relacionada con el proceso de remodelado 
tisular y gradientes transaórtico. Además, la densidad leucocitaria en estas 
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muestras se correlaciona con la expresión de TNF-α y con la velocidad de pro-
gresión de la EA (41). El proceso inflamatorio se acompaña de la expresión de 
MMPs, las cuales participan en el remodelado tisular. En particular, la MMP-9 
se encuentra altamente expresada en las VA estenóticas (53).
Las células inflamatorias representan el tipo celular predominante en las 
lesiones iniciales de las Vas con estenosis degenerativa, pudiéndose identifi-
car linfocitos T y macrófagos (42). Un componente clave de la inflamación es 
el estrés oxidativo intracelular, el cual es capaz de producir cascadas de se-
ñalización que dan lugar a la generación de especies de reactivas de oxígeno, 
como el peróxido de hidrógeno y anión superóxido. Las especies reactivas de 
oxígeno tienen un papel patogénico en la EA degenerativa (49). 
3.3.3. SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA-ALDOSTERONA
La hipertensión arterial es un factor de riesgo en la EA degenerativa y puede 
contribuir a la patogénesis de esta a través de la activación sistema renina-an-
giotensina (SRA). En pacientes pre-hipertensos, los niveles plasmáticos de 
angiotensinógeno y angiotensina II están asociados con la expresión de IL-6 
en la válvula aórtica (54). En cultivos de CIVs, la angiotensina II estimula la 
expresión de TGF-β1 proceso que es inhibido en presencia de losartán, un 
bloqueante de los receptores de angiotensina II (55) y en ratones hiperlipé-
micos, la administración de angiotensina II resulta en un engrosamiento sig-
nificativo de los velos de la válvula aórtica (56). La enzima convertidora de 
angiotensina (ECA) ha sido identificada en lesiones escleróticas de válvulas 
aórticas. La mayor parte de esta ECA es extracelular y se co-localizada con 
apolipoproteina B, un componente de partículas de LDL retenidas, lo que su-
giere que la ECA puede ser trasportada dentro de las lesiones en partículas 
de C-LDL (34). Además, la activación de los receptores mineralocorticoides 
(MR) pueden favorecer la EA debido a su efecto sobre la inflamación y la 
fibrosis. Se ha propuesto que la disfunción ventricular secundaria a la EA po-
dría prevenida o tratada con antagonistas de estos receptores. Sin embargo, 
un estudio aleatorizado en 65 pacientes con EA moderada o severa tratados 
con eplerenona o placebo, y monitorizados durante una meda de 19 meses 
no demostró diferencias significativas en términos de progresión de la EA, 
desarrollo de HVI, y la aparición de disfunción sistólica o diastólica. Tal vez 
se requiera estudios con mayor número de pacientes y con periodos de segui-
miento más largos para poder demostrar los beneficios de esta terapia (57)
3.3.4. MINERALIZACIÓN DE LA MATRIZ EXTRACELULAR
Aunque tradicionalmente la EA calcificada se había descrito como un proceso 
pasivo asociado al envejecimiento, hoy en día está bien establecido que la 
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mineralización de la VA no ocurre como resultado de una simple deposición 
pasiva de complejos de fosfato de calcio sobre los velos dañados de la VA (58). 
Por el contrario, esta consiste en un proceso activo en el que están involu-
cradas tanto células circulantes y provenientes de la médula ósea (59) como 
CEVs y CIVs (60). 
En los últimos años se ha identificado el papel de un nicho de células ma-
dre en la VA adulta. Existen dos requisitos para la existencia de un nicho de 
células madre en el adulto. El primero es definir la arquitectura física del ni-
cho de células madre y el segundo definir el gradiente de proliferación a dife-
renciación dentro de este. La figura 8 muestra la arquitectura celular necesa-
ria para un nicho de células madre en la VA, en la que las CEVs interaccionan 
con las CIVs como respuesta a la acción de lípidos y fuerzas hemodinámicas. 
Como resultado de esta interacción se produce un aumento de síntesis de 
MEC y una diferenciación a fenotipo secretor u osteoblático (61).
Estudios previos han demostrado que la respuesta valvular a una agresión 
o daño se caracteriza por una importante acumulación de CIVs asociadas a la 
aparición de células inflamatorias, como se ha señalado anteriormente, au-
mento de MEC y finalmente fibrosis y calcificación. Se ha sugerido que las 
CIVs mantienen la estructura y función valvular en situaciones normales, 
pero en la EA calcificada las CIVs se activan para regular la reparación y re-
modelado valvular (62).
La confirmación inicial de la existencia de osificación patológica en la VA 
humana fue demostrada por histomorfometría ósea y expresión de genes 
osteogénicos en válvulas enfermas. El origen más probable de los miofibro-
blastos y osteoblastos que aparecen y persisten en las VA con degeneración 
calcificante son las CIVs nativas, y en menor medida células mesenquimales 
resultantes de una transición endotelial y otros progenitores circulantes (1).
Figura 8 
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4.  CÉ LUL AS INTERSTICIALES D E LA VÁLVULA AÓRTICA
Las CIVs son el tipo de célula más frecuente en la VA, y son diferentes a otros 
tipos de células mesenquimales de otros órganos. Se han identificado 5 feno-
tipos de CIVs, que incluyen: Progenitoras embrionarias de células endote-
liales/mesenquimales, quiescentes (qCIVs), activadas (aCIVs), progenitoras 
(pCIVs) y osteoblásticas (obCIVs). Las células progenitoras embrionarias en-
doteliales/mesenquimales llevan a cabo un proceso de transformación endo-
telio-mesenquimal (TEM) que inicia el proceso de formación valvular en el 
embrión. Dan lugar a las vCIVs residentes. La TEM puede ser detectada por 
la pérdida de marcadores endoteliales y la adquisición de marcadores mesen-
quimales. Las qCIVs, están en reposo en la válvula del adulto y mantienen la 
homeostasis valvular. Las pCIVs representan el fenotipo menos definido y 
consiste en un grupo heterogéneo de células progenitoras que pueden tener 
un papel importante en la reparación valvular. Estas pueden ser hematopo-
yéticas y circulantes, o bien residentes en los velos valvulares. Las obCIVs 
se refieren a CIVs que experimentan una diferenciación osteoblástica y pro-
mueven calcificación como se puede observar en CIVs cultivadas en medios 
osteogénicos. Las obCIVs regulan la codrogénesis y la osteogénesis y secretan 
fosfatasa alcalina, osteocalcina y osteopontina (Figura 9) (63).
Figura 9 
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Las aCIVs son las células que regulan la respuesta patobiológica en situa-
ciones de degeneración y daño. Su activación responde a distintos estímulos. 
Las aCIVs, una vez diferenciadas a partir de qCIVs, adquieren característi-
cas de miofibroblastos y muestran aumento de la contractilidad, prominen-
tes fibras de estrés y otras proteínas contráctiles. Las aCIVs no son células 
musculares lisas, porque estas tienen membranas basales intactas, mientras 
que las aCIVs muestran membranas basales incompletas. Se caracterizan por 
la expresión de actina de músculo liso (α-SMA) (64), que no está presente 
en las qCIVs y participan en los procesos de reparación valvular incluyendo 
la proliferación, migración y remodelado de la MEC. Como se ha señalado 
previamente, las qCIVs se diferencian a aCIVs en condiciones de daño pa-
tológico o de estrés hemodinámico o mecánico, en las que surgen CEVs ac-
tivadas y macrófagos/células espumosas y aparecen citoquinas y factores de 
crecimiento que estimulas la activación de qCIVs. La activación de CIVs está 
asociada con un incremento de MEC, expresión de MMPs y TIMPs. Asimis-
mo, las aCIVs aumentan la producción de citoquinas, siendo el TGF- β uno 
de los más importantes (65). Una vez que el proceso de remodelado finaliza, 
estas aCIVs son eliminadas por apoptosis. Cuando se produce una alteración 
en el proceso de apoptosis, persiste la generación de aCIVs, lo que combinado 
con la producción anormal de MEC y remodelado, puede resultar en fibrosis 
patológica, inflamación crónica y calcificación. Por esto, las aCIVs represen-
tan una diana terapéutica prometedora en la prevención y el tratamiento de 
la enfermedad valvular degenerativa.
Las CIVs presentan plasticidad en su fenotipo ya que se diferencian duran-
te el desarrollo valvular, la degeneración patológica y el remodelado, de una 
forma quiescente hasta un fenotipo osteogénico. La activación de las CIVs 
da lugar a la expresión de marcadores específicos como la osteopontina, la 
osteonectina, el “run-related transcription factor 2” (RUNX2), α-SMA y fos-
fatasa alcalina. Además, las aCIVs expresan y remodelan de forma activa la 
fibronectina, que es un componente principal de la MEC. Las proteínas mor-
fogénicas óseas (BMP) -2 y -4 son capaces de estimular la formación de hueso 
y están presentes in válvulas calcificadas (63, 66, 67).
Estímulos para la diferenciación de CIVs
Se han descrito varios estímulos para la diferenciación patológica de las CIVs. 
Entre ellos, y como se ha señalado anteriormente, la inflamación y la oxida-
ción juegan un papel central. Por ejemplo, se ha documentado que las CIVs 
son una importante fuente de IL-6, y que esta es una señal clave para la pro-
ducción de BMP-2 (68). Igualmente se ha sugerido que la IL-6 tiene capaci-
dad de promover TEM (69). Indicadores de inflamación y de estrés oxidativo 
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se han identificado colocalizados en válvulas aórticas calcificadas y se ha de-
mostrado que el último promueve la activación de miofibroblastos en estas 
válvulas (69).
Otro factor importante en la activación de las CIVs son las fuerzas bio-
mecánicas anormales que pueden afectar a la válvula aórtica. Las válvulas 
cardiacas son estructuras pasivas que se abren y cierran debido a las fuerzas 
ejercidas por la sangre circundante. Los velos valvulares están expuestos a 
un estrés cíclico importante. Durante ciclo cardiaco, la VA interactúa íntima-
mente con el entorno y de esta forma está expuesta a una multitud de fuer-
zas mecánicas, que en situaciones fisiológicas contribuyen a la homeostasis 
del tejido valvular. Sin embargo, cuando estas fuerzas se alteran, se inducen 
cambios en la biología de la VA que pueden conducir a la degeneración de la 
misma (70) .En general, la biomecánica de los velos valvulares se puede en-
marcar en tres modos de fuerza o carga fisiológica: tensión, flexión y cizalla-
miento o cortante. Esta última se refiere a aquella que actúa tangencialmente 
al plano. Como se ha señalado, estos tres tipos de carga o estrés, aparecen de 
forma cíclica cuando la válvula se abre (flexión), permite el paso de la sangre 
(cizallamiento), se cierra (flexión) y previene el paso retrógrado de la sangre 
(tensión). La VA se abre durante la sístole, cuando el ventrículo izquierdo se 
contrae, y se cierra durante diástole cuando el ventrículo izquierdo se relaja. 
En el individuo sano, la sangre fluye a través de la VA con una aceleración 
pico de 1.35 ± 0.35 m/s. La VA se cierra hacia el final de la fase de decelera-
ción de la sístole con un mínimo flujo reverso a través de la válvula. Las dife-
rencias en presión axial son suficientes para cerrar la VA. En situaciones de 
EA severa, esta aceleración aumenta por encima de 4m/s (71, 72).
El estrés de cizallamiento producido por el flujo de sangre es un estímulo 
importante para el funcionamiento de las CEVs. La morfología de las células 
endoteliales varía a lo largo del árbol vascular, y existe una fuerte correlación 
entre la forma estas y el entorno biomecánico. In vivo, las células endoteliales 
vasculares adoptan una forma de elipses alargadas, con el eje largo alineado 
de forma paralela a la dirección del flujo de la sangre. Sin embargo, en zonas 
de bifurcación y de curvatura pronunciada, las células endoteliales vasculares 
son más grandes y esféricas(73). Se ha señalado que las CEVs porcinas mues-
tran un patrón de alineación muy diferente al de las células endoteliales vas-
culares, ya que están alineadas con su eje largo paralelo al tejido subyacente 
circunferencialmente dispuesto, y por lo tanto perpendicular a la dirección 
del flujo sanguíneo (74). 
La sensibilidad de las CEVs a los distintos entornos hemodinámicos puede 
ser la responsable de las diferencias en la expresión genética de las CEVs loca-
lizadas a ambos lados de los velos de la VA y por lo tanto de la diferente vulne-
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rabilidad de ambos lados de los velos a la calcificación (75). Las alteraciones 
en el entorno hemodinámico valvular provocan la expresión de moléculas de 
adhesión endotelial en una forma dependiente de TGF-β y BMP-4 (76) y tam-
bién la diferenciación de CEVs a un fenotipo de miofibroblasto con expresión 
de Actina de musculo liso (α-SMA) (74).
Por lo tanto, parece ser que un posible mecanismo por el que el estrés 
de cizallamiento contribuye a la homeostasis y al desarrollo de enfermedad 
valvular, es su regulación de la señalización paracrina de las CEVs a las CIVs. 
In vitro, las CIVs muestran una reducción significativa de la expresión de 
AML-α cuando las CEVs están sujetas a estrés de cizallamiento (77).
Los velos de la VA están sometidos a fuerzas de tensión durante la diásto-
le, cuando el gradiente de presión transvalvular del ventrículo hacia la aorta 
hace que el velo se elonge en sentido circunferencial y radial. El aumento del 
gradiente de presión transvalvular, como ocurre en la hipertensión arterial, 
aumenta la fuerza de tensión sobre la VA. Varios experimentos han demos-
trado que un aumento patológico de la fuerza de tensión sobre tejido valvular 
o CIVs aisladas, pueden provocar respuestas asociadas al desarrollo de enfer-
medad valvular degenerativa, especialmente el aumento de síntesis de MEC y 
remodelado y activación de CIVs hacia un fenotipo secretor (67).
5 .  B IOMA RCAD ORES EN LA EA
La importancia de la búsqueda de un biomarcador que refleje la severidad de 
la enfermedad, sea útil para la monitorización de su progresión, y sirva para 
evaluar el pronóstico y la respuesta al tratamiento se basa fundamentalmente 
en el manejo de los pacientes asintomáticos (78), pero también en su contri-
bución al conocimiento de la fisiopatología de la enfermedad y al diseño de las 
futuras líneas de investigación en este campo (79).
En base a las distintas vías fisiopatológica involucradas en la EA, existen 
varios biomarcadores que pueden ser clínicamente útiles para el diagnós-
tico, pronóstico y monitorización de la EA degenerativa. La mayoría de los 
marcadores utilizados hasta la fecha han sido utilizados para evaluar la pre-
sencia y severidad de la EA degenerativa, pero no son útiles para evaluar el 
pronóstico o monitorizar su progresión. Una excepción parece ser el pépti-
do natriurético tipo B (BNP) o su precursor NT-proBNP que es liberado por 
los miocitos como respuesta al estiramiento. Niveles elevados de BNP se han 
asociado con EA de bajo gradiente, disfunción ventricular izquierda y fibrosis 
miocárdica. El BNP parece ser un factor pronóstico independiente en la EA 
degenerativa, en particular en aquellos casos con estenosis severa y gradiente 
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transvalvular bajo. En la EA degenerativa, aquellos pacientes con niveles de 
BNP o NT-proBNP altos, tienen una menor supervivencia al año y una ma-
yor probabilidad de desarrollar síntomas (80). Sin embargo, el BNP también 
está relacionado con la insuficiencia cardiaca y otras valvulopatías como la 
insuficiencia mitral (81).
Marcadores de disfunción endotelial como la dimetil-arginina asimétrica 
(ADMA), el activador tisular del plasminógeno (tPA), y la homocisteina han 
mostrado resultados modestos. Mientras que niveles plasmáticos elevados de 
ADMA y tPA están independientemente ligados a la EA degenerativa, la tPA 
no se identificó como predictora de la misma. Otros estudios han demostrado 
resultados conflictivos con estos marcadores, lo que indica la debilidad de los 
mismos (82).
Ciertos marcadores de estrés oxidativo como el malondialdehido, 8-hi-
droxi 2-deoxiguanosina, cisteína, homocisteina, cisteinilglicina y glutiatión, 
han sido evaluados en términos de predicción de resultados en pacientes in-
tervenidos por EA degenerativa. De todos ellos, el malondialdehido ha sido 
identificado como un predictor de resultados adversos tras la sustitución val-
vular aórtica por EA degenerativa (83). 
La osteopontina, un marcador relacionado con la transdiferenciación os-
teoblastica, ha sido también estudiada en la EA degenerativa. En este estudio 
se demostró una correlación entre los niveles de osteopontina en plasma y la 
severidad de la EA (84).
Por otro lado, y tras indicarse que la degradación de multímeros de alto 
peso molecular del factor von Willebrand pueda estar relacionada con el es-
trés de cizallamiento sobre la VA, no sorprende que la actividad del factor von 
Willenbrand esté directamente relacionada con la severidad y la evolución 
clínica de la EA degenerativa (85).
Los microARNs (miRs) pertenecen a un tipo de más de 5000 ARNs no 
codificantes que regulan más de la mitad de los genes codificadores de proteí-
nas, bien provocando su degradación, o previniendo su traducción. Los miRs 
son unos reguladores clave en procesos biológicos complejos implicados en 
alteraciones cardiovasculares, como la HVI, la enfermedad arterial coronaria, 
la insuficiencia cardiaca, la hipertensión y las arrítmias cardiacas. Aparte de 
esto, los miRs se vislumbran como biomarcadores prometedores en el infar-
to agudo de miocardio y en la insuficiencia cardiaca (86). En este contexto, 
algunos estudios han sugerido que los miRs podrían jugar un papel en las 
enfermedades de las válvulas cardiacas. Aunque esta área de investigación 
está todavía en su infancia, se ha indicado que los miARNs podrían participar 
en la activación de CIVs y su diferenciación a fenotipo fibroblástico, con la 
consecuente fibrosis y calcificación vavular (87). 
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6 .  L A GALECTINA-3
6.1.  ESTRUCTURA Y FUNCIÓN
La Galetina-3 (Gal-3), también conocida como Mac-2, CBP-30, CBP-35 o 
L-29 fue descrita por primera vez en 1984 (88). Es una proteína de 29 a 35 
kDa, perteneciente a la familia de lectinas y con afinidad característica por los 
α-galactósidos que interactúa con receptores celulares de superficie y proteí-
nas de la MEC (88, 89). Tiene dos dominios: el N-terminal, que es una estruc-
tura flexible esencial para su actividad biológica y que contiene los sitios sus-
ceptibles a la fosforilación, y el dominio CRD, similar a las otras galectinas, 
que contiene los lugares de unión a carbohidratos (90).
Cada vez hay más evidencia de que la Gal-3 está activada en modelos de 
fibrosis y que está anormalmente elevada en pacientes con procesos fibróti-
cos, y también de que los inhibidores de la Gal-3 protegen de estos procesos 
(85, 91-97). Estos estudios, muchos de ellos realizados por nuestro grupo, 
sugieren que la Gal-3 puede ser un mediador importante en los procesos de 
fibrosis tisular y una diana terapéutica efectiva. Es decir, la inhibición de Gal-
3 protegería frente a los procesos fibróticos patológicos.
La Gal-3 puede encontrarse expresada en el citoplasma, núcleo y membrana 
de las células, así como también puede ser secretada y localizarse en la MEC y el el 
torrente circulatorio. Un gran número de estudios han demostrado que la Gal-3 es 
principalmente secretada por macrófagos que intervienen en la inflamación agu-
da y crónica, y en la inmunidad innata y adquirida (98-101). La Gal-3 tiene efecto 
sobre varios procesos fisiológicos y patológicos que incluyen apoptosis celular, ad-
hesión, migración, angiogénesis y respuesta inflamatoria (Figura 10). 
Figura 10 
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En cuanto a la regulación de la expresión de Gal-3, se ha descrito que la 
producción de Gal-3 por fibroblastos y macrófagos puede ser estimulada por 
distintos tipos de estrés, como choque térmico, radiación y estrés oxidativo 
entre otros estímulos (103-105) (Figura 11). Es decir, los niveles de gal-3 au-
mentan en las céllas en respuesta al estrés o al daño celular.
La Gal-3 ha sido asociada a procesos tumorales diversos. La Gal-3 inhibe 
el ligando inductor de apoptosis relacionado al factor de necrosis tumoral 
(TRAIL), una citoquina pro-apoptótica, al activar mediante fosfortilación la 
proteína Akt (una proteinaquinasa implicada en la mediación de una varie-
dad de respuestas biológicas) en el carcinoma vesical (106). La Gal-3 también 
se ha asociado con la transformación maligna del epitelio tiroideo en carcino-
ma de tiroides (107), con el potencial de malignidad de tumores del sistema 
nervioso central (108, 109) y con la evolución del cáncer colorrectal (110), de 
mama (111), y de próstata (112, 113).
Figura 11 
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La función y expresión de Gal-3 en otros tejidos y tipos celulares se resume 
en las siguientes tablas:
Tabla 2. Efecto de la Gal-3 en distintos tipos de tejidos
TIPO DE TEJIDO EFECTO REFERENCIAS
Corazón Fibrosis/remodelado (114-116)
Sistema vascular Fibrosis/Calcificación (90, 117)
Riñón Fibrosis/Inflamación (118, 119)
Hígado Fibrosis (120)
(121)
Pulmón Fibrosis (95)
Tabla 3. Efecto de la Gal-e en distintos tipos celulares
TIPO DE CÉLULAS EXPRESIÓN EFECTO REFERENCIAS
Fibroblastos Sí ↑ proliferación
↑ colágeno
(122)
Cardiomiocitos Sí ↑ tamaño
↑ colágeno
(123)
(124)
Endotelio Sí ↑ proliferación
↑ angiogénesis
(125)
(126)
Células renales Sí ↑ colágeno
↑ supervivencia
(125)
Células musculares 
lisas
Débil Aumenta colágeno (127)
(90)
Células inflamatorias Sí ↑ migración
↑ supervivencia
(128)
Adipocitos Sí ↑ proliferación (129)
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6.2. INHIBICIÓN DE GAL-3
El inhibidor de Gal-3 más estudiado es la pectina modificada del limón (MCP). 
La pectina es una fibra polisacarida con ramas complejas y rica en residuos 
galactósidos que se encuentra en las paredes celulares de todas las plantas. 
Inicialmente se dijo que se unía la carninógeno 1,2-dimethylhydrazine con 
una eficiencia que se incrementaba a la vez que el pH subía de ácido a alcalino. 
En su forma nativa, la pectina cítrica tiene una solubilidad en agua limitada, y 
es incapaz de interactuar con Gal-3. Sin embargo, en su forma modificada, es 
decir, hidrolizada para formar fibras lineales más pequeñas y solubles, actúa 
como ligando para Gal-3 (130). El MCP, se obtiene de la piel y pulpa de frutas 
cítricas, y modificada por un tratamiento de ph alto y temperatura, se ha con-
vertido en una de los agentes anti-metastásicos más prometedores. Su efecto 
anti tumoral se ha estudiado en melanoma, carcinoma de próstata, de mama, 
de colon, en el mieloma múltiple y en el hemangiosarcoma (131) Además de 
su efecto en tumores, y como inhibidor de Gal-3, también se tiene capacidad 
antifibrótica en hígado (132), riñón(133) y corazón(134), y antiinflamatoria a 
nivel neuronal (135).
Otros inhibidores de Gal-3 se describen en la tabla 4.
Tabla 4. Otros inhibidores de la Gal-3
INHIBIDOR ESTUDIADO EN EFECTO REFERENCIA
Gal-3 recombinante 
soluble con NH2 
truncado
Carcinoma de 
mama humano
↓ de metástasis 
y tumor primario
(136)
Anticuerpos anti Gal-3 Tumores de mama y 
próstata humanos
↓ depósito de 
células tumorales 
en hueso y pulmón
(137)
D-galactosa Sarcoma de 
pulmón murino
↓ metástasis 
hepáticas
(138)
GR-MD-02 Steatohepatitis ↓ fibrosis (139)
1-metil-b-D-lactosido Melanoma murino ↓ metástasis 
pulmonares
(140)
Células inflamatorias Sí ↑ migración
↑ supervivencia
(128)
Adipocitos Sí ↑ proliferación (129)
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6.3. LA GAL-3 EN LA EA
Como se ha señalado anteriormente, la EA degenerativa se caracteriza por un 
periodo silente largo. Los síntomas típicos de la EA (angina, disnea, síncope) 
aparecen una vez que la enfermedad ha progresado a una fase avanzada. Una 
vez que han aparecido estos síntomas, un 90% de pacientes con EA severa 
tienen una esperanza de vida menor de 10 años y en el caso de insuficiencia 
cardiaca congestiva, la mortalidad al primer año es del 50% (141, 142) Dada 
la ausencia de un tratamiento farmacológico que sea capaz de ralentizar o 
frenar la calcificación progresiva de la VA de una forma eficaz, la sustitución 
valvular aórtica, que conlleva un coste económico y de morbilidad y mortali-
dad significativo, es el tratamiento de elección para estos pacientes.
En general, el uso de biomarcadores tiene como propósito la identifica-
ción de una enfermedad, el estadiaje según su grado de evolución, ofrecer 
información sobre su pronóstico y finalmente servir como diana terapéutica 
en la prevención, control o tratamiento de la misma. Por lo tanto, en el caso 
de la EA degenerativa es necesario el desarrollo de biomarcadores que aparte 
de poder ser utilizados como marcadores de severidad o riesgo del proceso, 
puedan ser utilizadas como dianas terapéuticas (49). 
El papel de la gal-3 como marcador en la EA ha sido objeto de varios estu-
dios. Arangalage et al no encontraron una asociación entre niveles plasmáti-
cos de Gal-3 y severidad de la EA (143). Otros estudios han estudiado el posi-
ble valor de los niveles plasmáticos de Gal-3 como predictor de los resultados 
tras la intervención sobre la VA. Estos han ofrecido resultados variables, ya 
que mientras algunos han demostrado una asociación entre niveles plasmá-
ticos de Gal-3 y resultados tras el tratamiento percutáneo de la EA severa 
(TAVI) (144), otros no has sido capaces de demostrar dicha asociación (143, 
145). Otros estudios se han concentrado en el análisis del papel de la Gal-3 
en la fibrosis miocárdica y disfunción ventricular en pacientes con EA seve-
ra, observándose una asociación entre fibrosis miocárdica y la expresión de 
Gal-3 tanto en plasma como en miocardio (122, 146). Sin embargo, hasta el 
momento no se ha publicado ningún estudio en el que se evalúe el papel de la 
Gal-3 en la calcificación degenerativa de la VA.

Hipótesis 
y objetivos
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HIPÓT E S IS
En pacientes con EA degenerativa, la Gal-3 promueve la calcificación de la VA 
modulando la diferenciación osteogénica de las células intersticiales valvula-
res. La inhibición de la Gal-3 puede prevenir o retrasar de la calcificación de 
la válvula aórtica en pacientes con EA degenerativa.
BASES DE LA HIPÓTESIS
1. La fisiopatología de la EA degenerativa no está completamente definida.
2. La EA se asemeja a la ateroesclerosis y la enfermedad arterial degenera-
tiva. No solo comparten factores de riesgo, si no también características 
fisiopatológicas como la inflamación crónica, el aumento de matriz ex-
tracelular, la proliferación y diferenciación de células intersticiales val-
vulares, y el desarrollo de lesiones calcificadas.
3. La Gal-3 es un miembro de la familia de las lecitinas con acción beta-ga-
lactosidasa.
4. La Gal-3 juega un papel importante en el remodelado cardiaco y vascu-
lar, a través de su capacidad de estimular el depósito de matriz extrace-
lular y la acción de importantes moléculas pro-inflamatorias.
5. Además, la Gal-3 modula la diferenciación osteogénica de las células 
musculares vasculares lisas, jugando un papel importante en el desarro-
llo de la aterosclerosis.
O B JET IVO S
GENERAL
Evaluar el papel de la Gal-3 en la de generación valvular en pacientes con EA 
severa sintomática.
CONCRETOS
1. Valorar la asociación de Gal-3 con la calcificación valvular en la EA se-
vera.
2. Analizar el efecto de la Gal-3 y de su inhibición sobre la diferenciación 
osteogénica de células intersticiales valvulares humanas.
3. Evaluar el efecto de la Gal-3 y de su inhibición sobre la calcificación de 
la VA en un modelo de animal pequeño.

Material 
y métodos
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1 .  ES T UDIO EN U NA COH ORTE DE PACIENTES 
CO N  EA SEVERA SINTOM ÁTICA
En este estudio prospectivo y observacional, se incluyeron, de forma consecu-
tiva, 77 pacientes con EA severa sintomática e intervenidos, tras discusión en 
la sesión médico-quirúrgica del Área del Corazón del Complejo Hospitalario 
de Navarra, de SVA entre junio de 2013 y febrero de 2015. EA severa se defi-
nió como un AV aórtica de ≤1 cm2 y/o un gradiente de presión medio a través 
de la VA de >40 mmHg.
Los factores de exclusión fueron enfermedad valvular cardiaca concomi-
tante de grado moderado o severo, tumor maligno, estados inmunodeprimi-
dos, y enfermedades inflamatorias crónicas.
Todos los pacientes fueron evaluados por ecocardiografía según se deta-
lla a continuación. Los estudios ecocardiográficos fueron realizados median-
te ecocardiografia transtorácica convencional utilizando dos equipos de alta 
gamma, modelo IE-33 (Philips) y Vivid-7 (General Electric). Mediante sonda 
ecocardiografica multifrecuencia 2D. Los datos fueron analizados en una es-
tación de trabajo modelo X-Celera y Echo pack respectivamente. Las proyec-
ciones ecocardiográficas analizadas fueron: paraesternal eje largo, paraester-
nal eje corto, plano apical 4 cámaras, 2 cámaras, 3 cámaras, plano subcostal 
y supraesternal. Los estudios fueron realizados utilizando la bidimensional, 
modo M, doppler color, doppler continuo y pulsado. Se obtuvieron los si-
guientes parámetros: 
Parámetros morfológicos 
Dimensiones ventriculares: diámetro tele-sistólico (DTSVI), diámetro te-
le-diastólico (DTDVI), espesor de septo interventricular (SIV) y espesor de 
pared posterior de VI (PPVI) en mm (mediante modo M y/o bidimensional).
n Morfología valvular y grado de calcificación (valoración subjetiva).
n Dimensión AI en mm (mediante modo M y/o bidimensional).
Parámetros funcionales
Medida de FEVI mediante formula de Teicholz en % (mediante modo M) y/o 
mediante formula Simpson % (mediante modo bidimensional).
n Medida de AV mediante ecuación de continuidad. 
n Cuantificación de gradientes transvalvulares (máximo y medio) median-
te ecuación de Bernoulli mediante Doppler continúo.
n Valoración de función diastólica mediante Doppler pulsado.
n Cuantificación del grado de insuficiencia valvular mediante   
Doppler color.
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Se obtuvo consentimiento informado de cada paciente y control. El estu-
dio se llevó a cabo según las guías éticas de la Declaración de Helsinki de 1975 
tal y como se refleja por la aprobación del Comité Ético de Investigaciones 
Clínica del Complejo Hospitalario de Navarra.
2.  AN ÁL IS IS D E LAS VÁLVU LAS AÓRTICAS
Las VAs humanas (n=77) se obtuvieron durante el procedimiento quirúrgico 
y fueron enviadas al laboratorio en un contenedor estéril y en suero salino a 
temperatura ambiente. Como controles se utilizaron VAs no calcificadas ob-
tenidas de autopsias (n=11). Las muestras fueron rápidamente seccionadas 
en dos piezas. Una pieza fue fijada en formol y embebida en parafina para 
realizar análisis histológicos y la otra fue congelada en nitrógeno líquido para 
realizar técnicas de biología molecular (RT-PCR y Western Blot). Tanto las 
técnicas histológicas como las de biología molecular se detallan más adelante, 
ya que son comunes a los diversos modelos celulares y animales utilizados en 
este estudio.
3.  AN ÁL IS IS D EL SU ERO D E LOS PACIENTES
En el momento del ingreso para la cirugía, se extrajo sangre venosa para la 
medición de BNP, marcadores de función renal (creatinina y tasa de filtrado 
glomerular MDRD-4) y otros parámetros de laboratorio rutinarios. Además, 
se guardó una muestra de suero para medir las moléculas de interés a -80ºC.
4.  E XP E R IM ENTOS CON CIVS AÓRTICAS HUMANAS
4.1.  EXTRACCIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE LAS CIVS
Para los estudios in vitro, se obtuvieron CIVs aórticas de Vas de 7 pacientes. 
Para los experimentos se utilizaron mezclas de CIVs de entre 3 y 5 pacien-
tes de edades similares. Las CIVs aórticas se aislaron utilizando digestión se-
cuencial de colagenasa para eliminar las células endoteliales. Las CIVs fueron 
entonces recogidas por centrifugación y caracterizadas con una tinción de 
α-SMA y vimentina consistente con un fenotipo de miofibroblasto. Las CIVs 
fueron negativas para CD31 (marcador de célula endotelial) (Figura 12). Las 
CIVs fueron cultivadas en medio de cultivo DMEM F-12 suplementado con 
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suero fetal bovino al 10%. Todos los ensayos se realizaron a 37ºC, aire estéril 
al 95% y 5% CO2 en un incubador de saturación humidificada. 
4.2. TRATAMIENTOS
Las células fueron tratadas con Gal-3 (10-8 M, R&D Systems) durante uno a 
seis días para evaluar el efecto de la Gal-3 sobre marcadores de inflamación, 
fibrosis y calcificación.
Además, se estimularon CIVs con Gal-3 a tiempos cortos (5, 10, 15, 30, 60 
minutos) para analizar la fosforilación de vías de señalización intracelular. 
Los siguientes inhibidores químicos se añadieron a 10−5 mol/L 1 hora an-
tes de la estimulación con Gal-3: Wortmanina (inhibidor de la vía de Akt, Sig-
ma-Aldrich), PD98059 (inhibidor de la vía de p42/44 MAPK, Sigma Aldrich), 
SB203580 (inhibidor de la vía de p38MAPK, Sigma Aldrich), y BAY 11-7082 
(inhibidor de la vía de NFkB, Sigma Aldrich).
4.3. CULTIVO DE VICS EN MEDIO PRO-OSTEOGÉNICO
 
Con el fin de inducir calcificación, las CIVs fueron cultivadas en un medio 
pro-calcificante que consistía en DMEM F-12 suplementado con 10 mM β-gli-
cerofosfato, 50 μg/ml ácido ascórbico, 10 nM dexametasona, suero fetal bovi-
no al 10%. Las células fueron tratadas en presencia o ausencia de pectina cí-
trica modificada (MCP; Enconugenics, 10-6M), un inhibidor farmacológico de 
la actividad de la Gal-3, cada 2-3 días. A los días 7, 14 y 21 de tratamiento, los 
extractos celulares y sobrenadantes fueron recogidos para analizar los marca-
dores de inflamación, fibrosis y calcificación mediante ELISA y Western Blot.
Figura 12 
Caracterización 
de las CIVs 
primarias.
α-SMA Vimentin CD 31
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4.4. SILENCIAMIENTO DE GAL-3 POR EDICIÓN GENÓMICA  
MEDIANTE CRISPR/CAS9
El silenciamiento (“knockdown”) de Gal-3 se realizó por medio de edición 
genómica guiada por CRISPR/Cas9 (clustered regularly interspaced short 
palindrome repeats). Las células fueron sembradas en placas de 6 pocillos, a 
una confluencia del 70% y transfectadas con un conjunto de tres plásmidos, 
cada uno codificando la nucleasa Cas9 y un ARN guía específica de 20 nucleó-
tidos diseñada para una eficiencia máxima de silenciamiento de acuerdo a las 
instrucciones del fabricante (Santa Cruz Biotechnology). Una mezcla de plás-
midos de ARNg CRISPR/Cas9 se utilizó como control. Una vez que se generó 
el silenciamiento de Gal-3, las CIVs se cultivaron en un medio osteogénico 
como se ha descrito anteriormente. A los días 7, 14 y 21 de tratamiento, los 
extractos celulares y sobrenadantes fueron recogidos para analizar los marca-
dores de inflamación, fibrosis y calcificación mediante ELISA y Western Blot.
5.  MO DE LO ANIM AL
En modelo animal se utilizaron ratas macho Wistar de 250 g de peso aproxi-
madamente (Harlan Iberica, Barcelona, España). 
Las ratas fueron distribuidas en tres grupos diferentes:
1. Grupo control (Control, n=7)
2. Grupo con pinzamiento parcial de aorta ascendente (PA, n=7). El pin-
zamiento parcial de la aorta ascendente se realizó por los Laboratorios 
Harlan como ya se ha descrito previamente, y de acuerdo a un método 
utilizado por varios autores (20). La aorta ascendente se ocluyó parcial-
mente con un clip hemostático. El objetivo del PA en este modelo es el 
de perturbar el flujo de sangre a través de la VA, alterando así el entorno 
biodinámico de la VA y de esta forma la degeneración de los velos val-
vulares.
3. Grupo con PA y tratadas con inhibidor de Gal-3 MCP en el agua de be-
bida (PA+MCP, n=7). El tratamiento con MCP se inició el día anterior 
al pinzamiento de la aorta ascendente y se continuó durante 6 semanas.
4. Transcurridas las 6 semanas de tratamiento, las ratas fueron finalmen-
te sacrificadas previa anestesia con una mezcla de ketamina (Imalgene 
1000) 70mg/kg y xilacina (Rompun 2%) 6mg/kg, por decapitación me-
diante el empleo de guillotina. El efecto de la anestesia se evaluó me-
diante métodos veterinarios estandarizados que incluyen la ausencia de 
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reflejos musculares, pérdida del tono de la mandíbula y de los reflejos 
oculares y el cambio en el tamaño de la pupila. Una vez sacrificados los 
animales, se procedió a la extracción de todas las muestras, centrándose 
nuestro estudio en la válvula aórtica.
El Comité de Experimentación Animal de la Universidad Complutense de 
Madrid aprobó todos los experimentos de acuerdo a las guías éticas de para el 
cuidado de animales experimentales de la Unión Europea. 
El peso corporal se medió una vez por semana. Asimismo, la ingesta tanto 
de agua como de comida fue controlada a través de todo el periodo experi-
mental.
La presión arterial sistólica se midió semanalmente de manera indirecta 
en la arteria caudal de la cola de las ratas mediante un método pletismográ-
fico (Narco Bio-Systems, Houston, Tx USA). Días antes de comenzar el ex-
perimento se acostumbró diariamente a las ratas al proceso de medida de la 
presión que consistía en mantener las ratas en una habitación con una tem-
peratura mantenida a 28° C durante 2 horas. Transcurrido ese tiempo, se les 
medía la presión arterial sistólica. Una vez que los animales se acostumbra-
ron al proceso de medida, se determinó la presión arterial sistólica, siendo 
esta la media aritmética de ocho medidas sucesivas en dos días consecutivos 
y la misma hora.
6 .  T É CN ICAS D E LABORATORIO EMPLEADAS
6.1.  ANÁLISIS HISTOLÓGICO
Las tinciones tisulares se llevaron a cabo en secciones transversales de velos 
valvulares aórticos humanos y de rata. Las muestras de válvulas severamente 
calcificadas se decalcificaron en una solución al 10% de ácido fórmico durante 
24 horas. Las muestras se deshidrataron en baños crecientes de alcohol etíli-
co y finalmente en xilol. Una vez deshidratado el tejido se incluyó en parafina 
líquida a 56° hasta su posterior análisis. Los bloques incluidos en parafina se 
cortaron en secciones de 5 μm con un micrótomo de rotación (Leica).
Las secciones fueron tratadas con H2O2 durante 10 minutos para bloquear 
la actividad peroxidasa. Todas las secciones fueron bloqueadas con suero de 
cabra al 5% normal en PBS durante una hora e incubadas durante la noche 
con Gal-3, BMP-2, BMP-4, Runx2, Sox-9, cd68, cd80 y TNF-α, lavadas tres 
veces, y después incubadas durante 30 minutos con el polímero marcado por 
peroxidasa de rábano picante conjugado a anticuerpos secundarios (Dako 
 — 72 —
MATERIAL Y MÉTODOS
Cytomation, Carpentaria, CA, USA). La señal se relevó utilizando el sustrato 
diaminobencidina (Leica). Las condiciones se detallan en la Tabla 5.
Además, se realizaron dobles tinciones para detectar simultáneamente 
dos moléculas diferentes. El revelado se realizó con diaminobencidina (que 
proporciona una coloración marrón) para uno de los antígenos y con Fast-
red (que proporciona una coloración roja brillante) para la otra proteína de 
interés. Muestras de referencia de todas las tinciones antes y después de la 
descalcificación, fueron comparadas para comprobar que el proceso de des-
calcificación no había interferido con las tinciones y por lo tanto con el resul-
tado y la interpretación de las mismas.
6.2. ELISA
En la Tabla 6 se detallan los ELISAS utilizados para las muestras biológicas 
del estudio.
6.3. PCR EN TIEMPO REAL POR TRANSCRIPCIÓN REVERSA
El ARN total de las VAs humanas se extrajo con Reactivo Trizol (Eurome-
dex, Souffelweyersheim, France) y purificado utilizando el equipo RNeasy 
(Qiagen, Hilden, Alemania) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La 
primera cadena de ADNc se sintetizó de acuerdo a las instrucciones del fabri-
Tabla 5. Anticuerpos utilizados en el estudio inmunohistoquímico
ANTICUERPO DILUCIÓN CASA COMERCIAL
Gal-3 1:1000 Thermo Scientific
Vimentina 1:500 Santa Cruz Biotechnology
α-SMA 1:2000 Sigma Aldrich
BMP-2 1:500 Thermo Scientific
Osteopontina 1:500 Abcam
Runx2 1:500 Sigma Aldrich
Sox-9 1:500 Sigma Aldrich
TNF-α 1:1000 R&D Systems
CD68 1:500 Abcam
CD80 1:500 Santa Cruz Biotechnology
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cante (Roche). El ARN se retrotranscribió a ADN complementario (ADNc) 
empleando la transcriptasa inversa o retrotranscriptasa. La retrotranscrip-
ción del ARNm se realizó en un volumen de 20μl. De cada muestra se incuba-
ron 5μg de ARN, con un cebador de Oligo (dT) (500mg) el cual hibrida con la 
cola Poli-A del ARNm, a una temperatura de 70°C (temperatura de hibrida-
ción del cebador) durante 10 minutos. Posteriormente se añadieron los reac-
tivos para la retrotranscriptasa cuyas concentraciones fueron: 1x de tampón 
de reacción RT, dNTPs (1mM), DTT (10mM), PowerScriptTM -RT (0.125U/
μl). La reacción se realizó en un termociclador durante 90 minutos a 42°C, 
tras este periodo la enzima se desactivó calentando la mezcla de reacción a 
70°C durante 15 minutos. Una vez finalizada la reacción, las muestras se con-
servaron a -20°C hasta su posterior utilización.
El análisis del PCR cuantitativo se llevó a cabo utilizando tecnología SYBR 
Green PCR (Biorad) (Tabla S1). El SYBR Green es un colorante que se une al 
ADN de doble cadena por el surco menor del ADNds incrementando su fluo-
rescencia unas cien veces.
Las reacciones de amplificación se realizaron en un volumen final de 25 
μl. La mezcla de reacción se preparó añadiendo: 5μl de cada muestra estando 
todas las muestras a la misma concentración de ADNc, 6 μl de agua ultrapura, 
0.75 μl de cebador sentido, 0.75 μl de cebador antisentido, y 12.5 μl de mezcla 
Fast Start DNA Master SYBR Green, la cual contiene dNTP, la polimerasa 
Fast Start y el fluorocromo SYBR Green. Los cebadores usados son especí-
ficos para las secuencias de humano, y se muestran en la Tabla 7. Se utiliza-
Tabla 6. ELISAS utilizados en el estudio
MOLÉCULA FUNCIÓN MUESTRA CASA COMERCIAL
Gal-3 Molécula objeto de 
nuestro estudio
Suero de pacientes BG Medicine
Proteína C reactiva Inflamación Suero de pacientes R&D Systems
IL-6 Inflamación Suero de pacientes. 
Sobrenadante 
CIVs. Tejido VA
R&D Systems
TNF Inflamación Suero de pacientes 
Sobrenadante CIVs
R&D Systems
IL-1-β Inflamación Sobrenadante CIVs R&D Systems
Mieloperoxidasa Activación leucocitaria Suero de pacientes R&D Systems
IL-8 Activación leucocitaria Suero de pacientes R&D Systems
L-selectina Activación leucocitaria Suero de pacientes R&D Systems
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ron HPRT (hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferasa) y α-actina como 
gen de control endógeno. La cuantificación relativa se realizó siguiendo las 
instrucciones del fabricante del software MyiQ (Bio-Rad). Los datos fueron 
normalizados por HPRT y niveles de β-actina y expresados como porcentaje 
relativo a los controles. Todas las PCR se realizaron al menos por triplicado 
para todas las condiciones experimentales.
Tabla 7. Cebadores utilizados en el estudio
GEN CEBADORES SECUENCIAS (5’ a 3’)
Col1a1 Sentido GGACACAGAGGTTTCAGTGGT
Antisentido CACCATCATTTCCACGAGCA
Col3a1 Sentido CTTCTCTCCAGCCGAGCTTC
Antisentido TGG AGG TTA GTG GGA GCA TC
α-SMA Sentido ACTGCCTTGGTGTGTGACAATGG
Antisentido TGGTGCCAGATCTTTTCCATG
TGF-β Sentido TACCTGAACCCGTGTTGCTC
Antisentido CCGGTAGTGAACCCGTTGAT
CTGF Sentido CTCGCGGCTTACCGACTG
Antisentido GGCTCTGCTTCTCTAGCCTG
MMP-1 Sentido ACATGAGTCTTTGCCGGAGG
Antisentido AACAAGGTTGACTTTATTCCAAACA
MMP-2 Sentido CGACCACAGCCAACTACGAT
Antisentido GTCAGGAGAGGCCCCATAGA
MMP-9 Sentido ATGTACCGCTTCACTGAGGG
Antisentido TCAGGGCGAGGACCATAGAG
TIMP-1 Sentido GGAATGCACAGTGTTTCCCTG
Antisentido GGAAGCCCTTTTCAGAGCCT
TIMP-2 Sentido GCTGCGAGTGCAAGATCACG
Antisentido AGAGCTGGACCAGTCGAAAC
BMP-2 Sentido TGCGGTCTCCTAAAGGTCG
Antisentido GGGGTGGGTCTCTGTTTCAG
BMP-4 Sentido AGCTTCCACCACGAAGAACAT
Antisentido AAGCCCCTTTCCCAATCAGG
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6.4. WESTERN BLOT
Alicuotas de 40 μg de proteínas de VA humana o de CIVs fueron desnaturaliza-
das calentándolas a 95°C durante 5 minutos en presencia de β-Mercaptoetanol 
y separadas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS. Para llevar 
a cabo la electroforesis, se prepararon geles inferiores de acrilamida a diferen-
tes concentraciones para separar las proteínas a estudiar. Posteriormente, se 
preparó un gel superior con una concentración de acrilamida al 4%. Una vez 
completada la carga en los geles superiores, se sumergió todo el sistema en la 
solución de electroforesis (Anexo A) y se aplicó una corriente a un amperaje 
constante de 50 mA durante una hora y media aproximadamente, creando un 
campo eléctrico que separó las proteínas de las muestras. Una de las calles del 
gel se empleó para el marcador de peso molecular conocido. Finalizada la elec-
troforesis, se realizó la transferencia de proteínas a una membrana de nitroce-
lulosa mediante transferencia utilizando el sistema rápido de Biorad durante 
7 minutos. Para la inmunodetección se bloquearon las membranas en PBS-
OPN Sentido CAAACGCCGACCAAGGAAAA
Antisentido AGCTGCTTTTCCTCAGAACT
Sox-9 Sentido GAGGAAGTCGGTGAAGAACG
Antisentido ATCGAAGGTCTCGATGTTGG
Runx2 Sentido GGTTAATCTCCGCAGGTCACT
Antisentido CACTGTGCTGAAGAGGCTGTT
IL-6 Sentido AGTTCCTGCAGAAAAAGGCAAAG
Antisentido CATTTGCCGAAGAGCCCTCA
CCL-2 Sentido TCCCAAAGAAGCTGTGATCTTCA
Antisentido TTTGCTTGTCCAGGTGGTCC
TNF-α Sentido CACTGAAAGCATGATCCGGG
Antisentido CTGGGGAACTCTTCCCTCTGG
Galectina-3 Sentido TTTTCGCTCCATGATGCGTTA
Antisentido GCCTGTCCAGGATAAGCCC
HPRT Sentido TTGCTTTCCTTGGTCAGGCA
Antisentido ATCCAACACTTCGTGGGGTC
β-Actina Sentido GCCGCCAGCTCACCAT
Antisentido TCGATGGGGTACTTCAGGGT
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Tween al 0.1% con un 5% de leche en polvo durante una hora a temperatura 
ambiente. Las condiciones de cada inmunodetección, incluyendo las condicio-
nes de incubación con el anticuerpo primario y de incubación con el anticuerpo 
secundario, son específicas para cada proteína a estudiar y se encuentran resu-
midas en la tabla 8. El revelado empleado para visualizar las proteínas fue la 
quimioluminiscencia usando el sistema ECL (Amersham Pharmacia Biotech).
Tabla 8. Anticuerpos utilizados en el estudio de Western Blot
ANTICUERPO DILUCIÓN CASA COMERCIAL
Gal-3 1:1000 Thermo Scientific
Col 1 1:500 Sigma Aldrich
Col 3 1:500 Santa Cruz Biotechnology
α -SMA 1:2000 Sigma Aldrich
Fibronectina 1:1000 Millipore
TGF-β1 1:500 Sigma Aldrich
BMP-2 1:500 Thermo Scientific
BMP-4 1:500 Thermo Scientific
Osteopontina 1:500 Abcam
Runx2 1:500 Sigma Aldrich
Sox-9 1:500 Sigma Aldrich
TNF-α 1:1000 R&D Systems
Cd68 1:500 Abcam
Cd45 1:500 Abcam
Cd80 1:500 Santa Cruz Biotechnology
ERK ½ 1:1000 Cell Signaling
ERK 1/2-P (Thr202/Tyr204) 1:1000 Cell Signaling
P38 MAPK 1:1000 Cell Signaling
P38 MAPK-P (Thr180/Tyr182) 1:1000 Cell Signaling
Akt 1:1000 Cell Signaling
Akt-P (Ser473) 1:1000 Cell Signaling
NF-K B 1:1000 Cell Signaling
NF-K B-P (Ser536) 1:1000 Cell Signaling
β -Actina 1:2000 Sigma Aldrich
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6.5. ESTUDIOS DE ACTIVIDAD DE METALOPROTEINASAS
La actividad de las MMPs fue estudiada mediante la técnica de zimografía. 
La zimografía es una técnica electroforética que permite observar la actividad 
de las enzimas. Dicha técnica se basa en la capacidad de la degradación de 
colágeno degradado por parte de las MMPs.
Alícuotas de 30 μl del medio donde las células fueron estimuladas, se sepa-
raron mediante el uso de geles de acrilamida. La polimerización de los geles se 
realizó en presencia de gelatina soluble. De esta manera el gel resultante contiene 
gelatina (colágeno desnaturalizado). Posteriormente, se preparó un gel superior 
con una concentración de acrilamida al 4%. Una vez completada la carga en los 
geles superiores, se sumergió todo el sistema en la solución de electroforesis (Bio-
rad) y se aplicó una corriente a un amperaje constante de 50 mA durante una hora 
y media aproximadamente, creando un campo eléctrico que separó MMPs. Una 
de las calles del gel se empleó para el marcador de peso molecular conocido.
Durante la electroforesis, el SDS causa la desnaturalización de las MMPs 
volviéndolas inactivas. Finalizada la electroforesis, el gel es lavado 3 veces de 
10 minutos cada una con Triton X-100 al 2,5%, eliminando de esta manera 
el SDS, renaturalizando y recuperando la actividad de las MMPs. A conti-
nuación, los geles se incubaron en un tampón de incubación ((que contiene 
TRIS, cloruro sódico, cloruro cálcico y tritón, pH=7.5) durante 24 horas a 
37ºC favoreciendo la digestión de la gelatina por parte de las MMPs. Tras la 
incubación, el gel se tiñó con Coomassie Blue (BioRad) durante dos horas en 
agitación a temperatura ambiente. Finalmente los geles se lavaron con agua 
para retirar el exceso de Coomassie, detectando las bandas blancas en con-
traste con el fondo azul del sustrato que no había sido degradado.
7 .  AN ÁL ISIS ESTAD ÍSTICO
Las variables continuas se expresaron como media aritmética ± desviación 
estándar o mediana (25º-75º percentil) y comparadas utilizando la prueba t 
de Student. Se verificó la normalidad de las distribuciones mediante el test de 
Kolmogorov-Smirnov.
Los coeficientes de correlación de Pearson fueron calculados para deter-
minar la correlación entre distintas variables. Las variables categóricas se ex-
presaron como porcentajes y comparadas utilizando la prueba χ2.
En el estudio humano, se obtuvo un poder estadístico mayor del 80% con 
una probabilidad menor del 5% de cometer un error tipo II en las diferencias 
significativas observadas (>0.95 DE).
 — 78 —
MATERIAL Y MÉTODOS
Los resultados in vitro se expresaron come media aritmética ± error es-
tándar de la media. La normalidad de distribución se verificó por medio de la 
prueba de Kolmogorov–Smirnov. Los resultados fueron analizados utilizan-
do un análisis de varianza (ANOVA), seguido de un test de Newman-Keuls 
para evaluar las diferencias específicas.
Todos los cálculos estadísticos se realizaron utilizando el programa SPSS 
versión 20.0 (IBM SPSS Statistics). En todos los casos se consideró que exis-
tían diferencias significativas para valores de p < 0.05.


Resultados
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1 .  ES T UDIO D E LA COH ORTE DE PACIENTES CON EA
1.1.  CARACTERÍSTICAS BASALES DE LOS PACIENTES CON EA
Las características básicas de ambos grupos, así como las enfermedades con-
comitantes y causa de muerte de los sujetos en el grupo control están resu-
midas en la tabla 9. La edad media del grupo con EA fue de 73±8 años y del 
grupo control de 76±10 años. El porcentaje de hombres en el grupo con EA 
fue del 58% y en el grupo control del 55%. De acuerdo con la fisiopatología 
común de la enfermedad ateroesclerótica y la EA degenerativa, un porcentaje 
importante de pacientes con EA sufrían de enfermedad arterial coronaria e 
hiperlipidemia concomitante. La mayoría de los pacientes estaba en trata-
miento con diuréticos (66%), estatinas (62%) e IECAS (56%). Las variables 
ecocardiográficas fueron las esperadas en paciente con EA severa, es decir, hi-
pertrofia ventricular izquierda y función ventricular conservada. Los niveles 
de BNP estaban dentro de límites normales, sugieriendo estadios compensa-
dos de la enfermedad.
Ninguno de los controles tenía antecedentes de enfermedad cardiovascu-
lar conocida. Las causas de muerte fueron de naturaleza cancerígena (45%) o 
infecciosa (27%) o en la mayoría de ellos. 
1.2. NIVELES DE GAL-3 Y OTROS MARCADORES    
EN LOS PACIENTES CON EA
Igualmente en la tabla 9 se muestran los niveles de Gal-3, que eran de 17.08 
ng/ml. También se muestran los niveles de marcadores inflamatorios (PCR, 
IL-6, TNF-α) y marcadores de activación leucocitaria (leucocitos, mielope-
roxidasa, IL-8, L-selectina), que indican el perfil pro-inflamatorio de los pa-
cientes con EA. Además, en la tabla se muestran los parámetros de función 
renal (creatinina y TFG).
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Tabla 9. Características básicas de ambos grupos
CONTROLES PACIENTES CON EA
Edad (años) 76±10 73±8
Hombres 6 (55%) 44 (58%)
Hipertensión 1 (9%) 57 (75%)
Hiperlipidemia 2 (18%) 49 (67%)
Diabetes 1 (9%) 23 (30%)
Enfermedad arterial coronaria 1 (9%) 33 (43%)
Enfermedad pulmonar 4 (36%)
Causa de muerte:
Bronconeumonía
Sepsis
Cancer
Traumatismo
Edad avanzada
3 (27%)
1 (9%)
5 (45%)
1 (9%)
1 (9%)
Válvulas aórticas bicúspides 33 (43%)
Tratamiento:
IECAs
Antagonistas de MR
β-bloqueantes
Estatinas
Diuréticos
42 (55%)
1 (1%)
21 (28%)
47 (62%)
50 (66%)
NYHA:
I
II
III
IV
8 (10%)
41 (54%)
24 (31%)
3 (4%)
DTDVI (VTDVI/SC) 49 ± 6 mm (27 ± 4 mm/m2)
DTSVI (DTSVI/SC) 32 ± 7 mm (18 ± 4 mm/m2)
VTDVI(VTDVI/SC) 132 ± 49 ml (72 ± 24 ml/m2)
VTSVI (VTSVI/BSA) 51  ± 39 ml (28 ±  20 ml/m2)
Masa VI (Masa VI/SC) 167 ± 58 g (90 ± 25 g/m2)
FEVI (%) 64 ± 14 
Gradiente transaórtico máximo 78 ± 21 mmHg
Gradiente transaórtico medio 51 ± 15 mmHg
Área válvula aórtica (AVA/SC) 0.39 ± 0.19 cm2/m2
BNP (pg/mL) 130 (60-263)
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Valores representados como media ± DE o mediana (RIQ). IECAs: inhibi-
dores de la enzima convertidora de la angiotensina; MR: receptor de mi-
neralocorticoides; NYHA= clasificación de insuficiencia cardiaca de la 
New York Heart Association; DTDV = diámetro tele-diastólico del ventrí-
culo izquierdo, DTSVI = diámetro tele-sistólico del ventrículo izquierdo, 
VTDVI= volumen tele-diastólico del ventrículo izquierdo, VTSVI= volumen 
tele-sistólico del ventrículo izquierdo. FEVI= fracción de eyección del ven-
trículo izquierdo, SC= superficie corporal; PCR= proteína C reactiva, IL = 
interleuquina; TNF-α= factor de necrosis tumoral α; TFG= tasa de filtrado 
glomerular.
2 .  AN ÁL ISIS D E LAS VÁLVU LAS AÓRTICAS: 
ES T UDIO  D E LA INFLAM ACIÓN,  EL 
R E MO DE LAD O Y LA CALCIFICACIÓN
Como se aprecia en la figura 13 se observó una mayor cantidad de componen-
tes de la MEC en las válvulas de los pacientes con EA en comparación con las 
válvulas control. Los niveles de ARNm de Col1a1, Col3a1, α-SMA, TGF-β y del 
CTGF, estaban incrementados en las VAs de los pacientes con EA respecto a 
las válvulas control (Figura 13A). La expresión de proteínas de colágeno (tipo 
I y tipo III), α-SMA, fibronectina y TGF-β, era más alta en las VAs de pacien-
tes con EA que en las de los controles (Figura 13B). 
Las válvulas con EA presentaban un incremento en niveles de ARNm de 
MMP-1, MMP-2 y MMP-9, lo que estaba acompañado de un descenso de ni-
veles de ARNm de TIMP-1 sin modificación de los niveles de TIMP-2 (Figura 
13C). Estos resultados se confirmaron con la técnica de zimografía, que mos-
Gal-3 (ng/mL) 17.08 ± 5.2
Marcadores de inflamación:
PCR (mg/L)
IL-6 (pg/mL)
TNF-α (pg/mL)
2.22 ± 2.04
9.6 ± 5.6
31.48 ± 8.86
Leucocitos (109/L) 7.2 ± 2.3
Mieloperoxidasa (pg/mL) 265.49 ± 127.4
IL-8 (pg/mL) 9.51 (5.12-15.25)
L-selectina (pg/mL) 1130.75 ± 309.7
Parámetros renales:
Creatinina (mg/dL)
TFG (mL/min/ m2)
0.93 ± 0.25
76.8 ± 27
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tró un incremento en la actividad de MMP-1, MMP-2 y MMP-9 en las VAs de 
pacientes con EA respecto a las VAs control (Figura 13D). 
Las VAs de pacientes con EA exhibieron una expresión mayor de mar-
cadores inflamatorios en niveles de ARNm de IL-6, CCL-2 , TNF-α (Figura 
13E) y un incremento a nivel de proteínas de IL-6, IL-1 β, TNF-α, cd68, cd45 
en comparación con los controles, sin que se demostraran diferencias en los 
niveles de cd80 (Figura 13F).
Las VAs de pacientes con EA mostraron un incremento en el ARNm de 
marcadores de calcificación tales como BMP-2, BMP-4 y ostopontina en 
comparación con las VAs control (Figura 13G). A nivel de proteínas, BMP-2, 
BMP-4, osteopontina, Runx2 y Sox-9 estaban aumentadas en VAs de pacien-
tes con EA en comparación con las VAs control (Figura 13H).
Figura 13. Fibrosis, inflamación y calcificación 
en EA comparada con controles 
Componentes de MEC en VAs a nivel de ARNm (A) y proteínas (B). Nive-
les de ARNm de MMPs y sus inhibidores (TIMPs) en VAs (C). Actividad 
de MMPs en controles y válvulas on EA (D). Marcadores de inflamación 
fueron medidos en VAs estenóticas y control a nivel de ARNm (E) y de 
proteínas (F). Niveles de ARNm de marcadores de calcificación VAs (G) 
y expresión proteínica de marcadores de calcificación en VAs (H). Todas 
las condiciones se realizaron por lo menos en triplicado. Las barras de los 
histogramas representan la media±esm de cada grupo de sujetos (con-
trol n=11 y pacientes con EA severa n=77) en unidades arbitrarias (UA) 
normalizadas a HPRT y gel incoloro para ADNc y proteína respectivamen-
te. *P<0.05 respecto al grupo control. EA = estenosis aórtica; VAs = vál-
vulas aórticas; BMP = Proteína morfogénica del hueso; CCL2 = Ligando de 
quimiocina 2; Col1a1 = cadena de colágeno tipo I alfa1; Col3a1 = cadena 
de colágeno tipo III alfa 1; CTGF = Factor de crecimiento de tejido conec-
tivo; MEC = matriz extracelular; HPRT = hipoxantina-guanina-fosforribo-
sil-transferasa; IL = interleuquina; MMP = Metaloproteinasas de matriz; 
Runx2 = runt-related transcription factor 2; Sox-9 = SRY (sex-determi-
ning region Y )-box 9; α-SMA = actina de músculo liso α; TGF-β = Factor 
de crecimiento transformador β; TIMPS = Inhibidores tisulares de MMPs; 
TNF-α = Factor de necrosis tumoral-alfa.
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3.  GAL -3  E N LAS VÁLVU LAS AÓRTICAS
3.1.  EXPRESIÓN DE GAL-3 EN LAS VÁLVULAS AÓRTICAS
La tinción con hematoxilina/eosina se utilizó para analizar la microestructu-
ra de las VAs humanas obtenidas de pacientes sometidos a SVA por EA severa 
(Figura 14A). Como se puede observar en la Figura 14 B, la Gal-3 se expresa-
ba de forma espontánea en las VAs de estos pacientes.
Además, se observó un aumento significativo de niveles de proteínas y de 
ARNm de Gal-3 en las VAs de pacientes con EA en comparación con VAs 
control. (Figura 14C). 
3.2. LOCALIZACIÓN DE GAL-3 EN LA VÁLVULA AÓRTICA
La Gal-3 en las VAs se colocalizó con los marcadores de calcificación BMP-2, 
Runx2 y Sox-9 (Figura 14E) y con los marcadores de inflamación cd68, cd80 
y TNF-α (Figura 14F). 
 
3.4. ASOCIACIÓN DE LOS NIVELES DE GAL-3 EN 
LA VÁLVULA CON OTROS PARÁMETROS 
Se encontró una fuerte correlación positiva entre niveles de proteína de Gal-
3 en las VAs y niveles séricos de Gal-3 (Figura 14D). Sin embargo, la Gal-3 
circulante no se correlacionó con otros parámetros como severidad de la EA, 
síntomas de insuficiencia cardiaca o BNP sérico. Además, la Gal-3 valvular 
tampoco se asoció con los parámetros moleculares que caracterizan la fibro-
sis, inflamación o calcificación valvular.
3.5 ASOCIACIÓN DE LOS NIVELES SÉRI-
COS DE GAL-3 CON OTROS PARÁMETROS
Los niveles séricos de Gal-3 estaban positivamente relacionados con los nive-
les séricos de marcadores inflamatorios como el TNF-α (r=0.621, p<0.001) e 
IL-6 (r=0.521, p<0.001), pero no se demostró correlación con otros paráme-
tros de severidad de la EA o insuficiencia cardiaca.
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Figura 14
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Figura 14. La Gal-3 está asociada con marcadores osteogénicos 
en pacientes con EA —EN PÁGINA ANTERIOR—
Tinción de hematoxilina/eosina en VAs de pacientes control y con EA (A). 
Fotografía representativa de una sección de VA de pacientes control y con 
EA teñidos con Gal-3 a magnificación baja (x10) y alta (x40) (B). Expresión 
de ARNm y proteína de Gal-3 en VAs de pacientes (C) y correlaciones entre 
los niveles de proteína de Gal-3 valvular y los niveles de Gal-3 en suero (D). 
Fotografías representativas de secciones de VA teñidas con Gal-3 (rojo), 
y α-SMA, vimentina, osteopontina, BMP-2, Runx2, Sox-9, cd68, cd80, and 
TNF-α (marrón). Magnificación x 40 (E). Todas las condiciones se realizaron 
por lo menos en triplicado. Las barras de los histogramas representan la 
media±esm de cada grupo de sujetos (control n=11 y pacientes con EA se-
vera n=77) en unidades arbitrarias (UA) normalizadas a HPRT y gel incoloro 
para ADNc y proteína respectivamente. *P<0.05 respecto al grupo control. 
EA = estenosis aórtica; VAs = válvulas aórticas; BMP = Proteína morfogéni-
ca del hueso; HPRT = hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferasa; Runx2 
= runt-related transcription factor 2; Sox-9 = SRY (sex-determining region 
Y )-box 9; α-SMA = actina de músculo liso α; TGF-β = Factor de crecimiento 
transformador β; TNF-α = Factor de necrosis tumoral-alfa.
4.  E S T UDIO  IN VITRO EN CIVS
4.1.  TRATAMIENTO CON GAL-3
Se trataron CIVs en medio de cultivo normal (DMEM con 0.1% de suero bo-
vino fetal) con Gal-3 (10-8M) durante 1, 2, 3 y 6 días. Tras estos tiempos, se 
analizaron los marcadores inflamatorios, la síntesis de proteínas de la MEC y 
los marcadores de calcificación.
El análisis de los marcadores inflamatorios reveló que el tratamiento con 
Gal-3 aumentó la secreción de IL-6 e IL-1α en las CIVs (Figura 15A). 
Además, la Gal-3 aumentó la expresión proteica de Col1, TGF-β y fibronec-
tina de modo tiempo-dependiente (Figura 15A). 
En cuanto a los marcadores de calcificación, la Gal-3aumentó la expresión 
de BMP-2, BMP-4 y SOX-9 de una forma también tiempo-dependiente, al-
canzando el pico para los factores a los 6 días de tratamiento. No se apreció 
modificación de los valores de Runx2 (Figura 15B).
Se analizaron los posibles mecanismos intracelulares por los que la Gal-3 
puede ejercer sus efectos pro-inflamatorios, pro-fibróticos y pro-inflamato-
rios en las CIVs. La Gal-3 indujo la fosforilación de Akt a los 15 y 30 minu-
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tos de la estimulación, de ERK1/2 a los 30 minutos de la estimulación y de 
NFkB a los 15 minutos de la estimulación (Figura 15C) La fosforilación de 
p38 MAPK no cambió tras la incubación con Gal-3 (Figura 15C). La presen-
cia de un inhibidor específico de ERK1/2, PD98059, bloqueó el incremento 
inducido por la Gal-3 en las moléculas inflamatorias, TNF-α y CCL2, así como 
en la molécula fibrótica, col 1 (Figure 15D). Sin embargo, ninguno de los in-
hibidores probados disminuyó la expresión de TGF-β o α-SMA (Figura 14D). 
El aumento de los marcadores osteogénicos BMP-2, BMP-4, osteopontina, 
Sox-9 y Runx2 inducido por la Gal-3, fue abolido por el inhibidor de ERK1/2 
PD98059 (Figure 15E).
Figura 15. La Gal-3 induce inflamación, síntesis de componentes 
de la MEC y marcadores de calcificación en CIVs —SIGUIENTE PÁGINA—
Efectos de la Gal-3 sobre marcadores inflamatorios, componentes de 
la MEC (A), y marcadores de calcificación (B) en CIVs. Efecto de la Gal-3 
en la fosforilación de vías intracelulares de CIVs (C). Efectos de inhibi-
dores químicos de señalización celular sobre el efecto proinflamatorio y 
profibrótico de Gal-3 en CIVs (D). Efectos de inhibidores químicos de se-
ñalización celular sobre el efecto proosteogénico de la Gal-3 en CIVs (E). 
Todas las condiciones se realizaron por lo menos en triplicado. Las barras 
de los histogramas representan la media±esm de 6 estudios en unidades 
arbitrarias (UA) normalizadas a HPRT y gel incoloro para ADNc y proteína 
respectivamente. *P<0.05 respecto al grupo control; $P<0.05 respecto 
a Gal-3. Akt= proteína quinasa B; BMP= Proteína morfogénica del hueso; 
CCL2= Ligando de quimiocina 2; Col1a1= cadena de colágeno tipo I alfa1; 
Col3a1= cadena de colágeno tipo III alfa 1; CTGF = Factor de crecimiento 
de tejido conectivo; MEC= matriz extracelular; ERK1/2= Quinasa regulada 
por señales extracelulares 1 y 2; HPRT= hipoxantina-guanina-fosforribo-
sil-transferasa; IL= interleuquina; MAPK = Proteína quinasas activadas 
por mitógenos; NFkB= Factor nuclear Kappa B; Runx2= run-related trans-
cription factor 2; Sox-9= SRY (sex-determining region Y )-box 9; α-SMA= 
actina de músculo liso α; TGF-β= Factor de crecimiento transformador β; 
TNF-α= Factor de necrosis tumoral-alfa.
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4.2. INHIBICIÓN DE GAL-3
En un primer grupo de experimentos, estudiamos los efectos de MCP, un in-
hibidor farmacológico de Gal-3, en CIVs cultivadas en un medio pro-osteogé-
nico a diferentes espacios de tiempo (7, 14 y 21 días). La presencia de MCP en 
el medio de cultivo fue capaz de disminuir no solo la secreción de IL-6 e IL-1α, 
sino también los niveles proteicos de Gal-3 en todos los periodos de tiempo 
evaluados (Figura 16A). Esta disminución en Gal-3 se asoció a una dismi-
nución en los niveles proteicos de fibronectina a los 21 días de tratamiento 
con MCP (Figura 16A). Además, las CIVs tratadas con MCP presentaron una 
disminución de los marcadores de calcificación en forma dependiente del 
tiempo. La MCP disminuyó los niveles proteicos de BMP-2 a los 14 y 21 días 
de tratamiento y los niveles proteicos de BMP-4, SOX-9 y Runx2 a los 21 día 
(Figura 16B).
Para confirmar los resultados de la inhibición farmacológica de Gal-3, en 
otro grupo de experimentos se evaluaron los efectos de la inhibición de Gal-3 
sobre la diferenciación osteogénica de las CIVs. Para ello, se generaron célu-
las que no expresaran Gal-3 con tecnología CRISPR/Cas9. Lo primero com-
probamos la eficiencia de la inhibición de la expresión de Gal-3, siendo ésta 
igual o superior al 50% (Figura 16C). En comparación con las control, las CIVs 
knockout para Gal-3, además de mostrar niveles menores de secreción de IL-6 
e IL-1α, mostraron igualmente una disminución de la expresión proteica de 
fibronectina en todos los periodos de tiempo estudiados (Figura 16C). Además, 
la expresión de BMP-2, BMP-4, SOX-9 y Runx2 fue inferior en las células knoc-
kout para Gal-3 a los días 7, 14 y 21 de diferenciación osteogénica (Figura 16D).
Figura 16. La inhibición de Gal-3 reduce inflamación, componentes 
de la MEC y marcadores de calcificación en CIVs —SIGUIENTE PÁGINA—
Efectos del inhibidor farmacológico de Gal-3, MCP, en inflamación, Gal-
3, niveles de proteínas de fibronectina (A), y marcadores de calcificación 
(B) en CIVs cultivadas in medio osteogénico. Efectos del knockout (KO) 
de Gal-3 en inflamación, Gal-3, niveles de proteína de fibronectina (C), y 
marcadores de calcificación (D) en CIVs cultivadas en medio osteogé-
nico. Todas las condiciones se realizaron por lo menos en triplicado. Las 
barras de los histogramas representan la media±esm de 4 estudios en 
unidades arbitrarias (UA) normalizadas a HPRT y gel incoloro para ADNc y 
proteína respectivamente. *P<0.05 respecto al grupo control; BMP= Pro-
teína morfogénica del hueso; ECM, extracellular matrix; IL= interleuquina; 
MCP= pectina de limón modificada; Runx2= runt-related transcription 
factor 2; Sox-9= SRY (sex-determining region Y )-box 9.
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5 .  ES T UDIO D E LA INH IBICIÓN DE  
GAL - 3  EN U N M OD ELO ANIM AL CON EA
Se trataron ratas que habían desarrollado EA con el inhibidor farmacológico 
de Gal-3 MCP durante 6 semanas. La expresión valvular de Gal-3 fue mayor 
en las ratas con sobrecarga de presión (PO) en comparación con las ratas 
control, y está se normalizó en las ratas con PO tratadas con MCP (PO+MCP) 
(Figura 17A). 
La tinción de hematoxilina/eosina se utilizó para analizar la microestruc-
tura de VAs obtenidas de las ratas control, ratas con PO y ratas con PO trata-
das con MCP (Figura 17B). Como se puede observar en las microfotografías, 
las VAs de las ratas con PO mostraron mayor área valvular aórtica en compa-
ración con las ratas control y las ratas PO +MCP. 
Además, el contenido en colágeno y la expresión del mediador pro-fibró-
tico TGF-β1, ambos aumentados en las VAs de ratas con PO, se normalizaron 
con tratamiento con MCP (Figura 17C). En paralelo, la expresión de MMP-2 
y MMP-9, también aumentada en las ratas con PO, se normalizó al inhibir 
farmacológicamente la Gal-3 (Figura 17D).
Figura 17. Efecto de la inhibición de Gal-3 
en un modelo animal —SIGUIENTE PÁGINA—
Microfotografías representativas de secciones de VA teñidas para Gal-3 
(A), hematoxilina/eosina (B), rojo sirio y TGF-β1(C), y MMP2 y MMP9 (D). 
Magnificación 40X. Ratas control, n=7; Ratas con PO, n=7; Ratas con PO 
y tratadas con MCP, n=7. PO = sobrecarga de presión; TGF-β1 = Factor de 
crecimiento transformador β1; MMP = Metaloproteinasas de matriz; MCP 
= Pectina modificada de limón.
Los marcadores inflamatorios cd45 y cd68 también aumentaron en 
las VAs de las ratas PO y se normalizaron con el tratamiento con MCP (Fi-
gura 17A). Además, la expresión de los marcadores de calcificación BMP-
2, BMP-4, Runx2 y SOX-9 (Figura 17B), estaba significativamente elevada 
en las VAs de ratas con PO en comparación con las VAs de las ratas con-
trol. EL tratamiento con MCP disminuyó la expresión de todos los marca-
dores de calcificación analizados (Figura 17B).
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Figura 18. Efecto de la inhibición de Gal-3 en un modelo animal
Microfotografías representativas de secciones de VA teñidas con los 
marcadores inflamatorios (A), y de calcificación (B). Magnificación 40X. 
Ratas control, n=7; Ratas con PO, n=7; Ratas con PO y tratadas con MCP, 
n=7. PO= sobrecarga de presión; MCP= pectina de limón modificada; 
Runx2= runt-related transcription factor 2; Sox-9= SRY (sex-determining 
region Y )-box 9; BMP= Proteína morfogénica del hueso.
A
B
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El objetivo de este estudio es el de evaluar el papel de la Gal-3 en la calcifica-
ción de la VA en pacientes con EA degenerativa. Los resultados demuestran 
que la Gal-3 está aumentada en el tejido valvular aórtico de pacientes con 
EA, y que esta elevación se correlaciona con sus niveles séricos. La Gal-3 se 
colocaliza con marcadores de calcificación e inflamación en VAs con estenosis 
degenerativa, lo que sugiere que juega un papel en estos procesos. En CIVs 
aórticas in vitro, la Gal-3 es capaz de aumentar la secreción de marcadores de 
inflamación y fibrosis así como la expresión de mediadores de calcificación. 
Tanto el MCP, un inhibidor farmacológico de la Gal-3, como el silenciamien-
to de la Gal-3 mediante el uso de CRISPR/Cas9, retrasa la calcificación en 
CIVs aórticas. En un modelo in vivo de EA, la inhibición farmacológica de la 
Gal-3 con MCP produce efectos beneficiosos, disminuyendo la calcificación 
de la VA. Estos hallazgos en su conjunto sugieren que la Gal-3 juega un papel 
significativo en la calcificación valvular aórtica que se produce en la EA dege-
nerativa.
1 .  CO N S ID ERACIONES GENERALES SOBRE 
EL  AUME NTO D E LA GAL-3 EN EL TEJIDO 
VALVUL A R AÓRTICO D E PACIENTES CON EA Y SU 
AS O CIACIÓN CON SU S NIVELES CIRCULANTES
La EA degenerativa se entiende como un proceso continuo de fibrosis y mi-
neralización de la VA, que reduce progresivamente su movilidad, y que abar-
ca desde la esclerosis aórtica (en la que no hay obstrucción al flujo a través de 
la VA) hasta la estenosis aórtica calcificada. La EA degenerativa se considera 
por tanto, una enfermedad fibrocalcificante y se acepta que tanto la esclerosis 
aórtica como la EA son parte del mismo proceso fisiopatológico (1, 35).
De acuerdo con lo anterior, las válvulas de los pacientes con EA incluidos 
en nuestro estudio mostraron un aumento en los marcadores de inflamación 
y calcificación, el remodelado de la MEC, y la actividad de las MMPs. Todos 
estos procesos se acompañaron de un aumento de los niveles de Gal-3 tanto 
en el suero como en las válvulas de estos pacientes. Además, se demostró 
una correlación entre los niveles de proteína Gal-3 en suero y en las VAs, lo 
que sugiere que los niveles circulantes de Gal-3 pueden reflejar el grado de 
calcificación de la VA. Por otra parte, la Gal-3 se colocalizó en el tejido de VA 
con marcadores tanto de CIVs como de inflamación y de osteogénesis, lo cual 
indica que la Gal-3 está expresada por las CIVs, un tipo celular que juega un 
papel clave en los procesos de fibrosis y mineralización de la válvula, y que la 
Gal-3 podría inducir la activación de este tipo celular. Lo anterior hace pen-
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sar que esta lectina podría jugar un papel en los procesos inflamatorios y de 
calcificación valvular asociados a la EA.La Gal-3 se ha asociado con diversos 
procesos patológicos del sistema cardiovascular, y ha sido estudiada tanto a 
nivel tisular como plasmático. La Gal-3 modula la diferenciación osteogénica 
de células musculares lisas vasculares, jugando un papel importante en el de-
sarrollo de la ateroesclerosis (90, 147, 148) proceso este que como ya se ha se-
ñalado anteriormente, comparte muchas similitudes en cuanto a factores de 
riesgo y fisiopatología con la EA degenerativa (149, 150). A nivel de grandes 
vasos, en un modelo experimental de oclusión parcial de aorta ascendente, 
la expresión de Gal-3 estaba aumentada en la aorta proximal a la oclusión. 
Este aumento se asoció a un incremento en el grosor de la capa media, y de 
un aumento en el colágeno total y en la expresión de mediadores fibróticos 
(151). En pacientes con EA, la expresión de Gal-3 en miocardio está aumen-
tada en aquellos que tienen disfunción ventricular izquierda respecto a los 
pacientes con función ventricular conservada (122) . Asimismo, en biopsias 
miocárdicas de pacientes con EA, la expresión de Gal-3 en músculo cardiaco 
está asociada a marcadores de inflamación (152). Estos datos sugerían que la 
Gal-3 podría jugar un papel en las alteraciones miocárdicas asociadas a la EA. 
Sin embargo, hasta la realización del presente trabajo, ningún estudio se ha-
bía centrado en las alteraciones a nivel de la válvula. Nuestros datos sugieren 
que la Gal-3 juega también un papel en el proceso de calcificación valvular en 
pacientes con EA degenerativa.
A nivel plasmático, la Gal-3 se ha identificado como un potente marcador 
independiente de muerte cardiovascular en pacientes con alto riesgo cardio-
vascular y enfermedad arterial coronaria (153) y de muerte por cualquier cau-
sa tras un infarto de miocardio (154). En un estudio poblacional, la Gal-3 se 
asoció de forma positiva a la velocidad de onda del pulso, un marcador de la 
rigidez arterial. Estos hallazgos hicieron sugerir a los autores que la Gal-3 pue-
de contribuir a los eventos cardiovasculares adversos, en parte, a través de un 
efecto sobre la rigidez aórtica (155). Los niveles de Gal-3 están aumentados en 
pacientes con IC aguda (156) y crónica (94) y la Gal-3 ha propuesto como un 
marcador de mal pronóstico y de necesidad de reingreso por descompensa-
ción hemodinámica en estos pacientes (157, 158). El efecto profibrótico de la 
Gal-3 en el corazón parece ser el responsable de la asociación entre los niveles 
plasmáticos de esta y la aparición de fibrilación auricular (159, 160). Respecto 
a la valvulopatía aórtica, es importante destacar que los niveles elevados de 
Gal-3 se correlacionan de forma positiva con la fibrosis cardiaca en pacientes 
con EA (146). Más aun, se ha sugerido que la Gal-3 puede servir como bio-
marcador pronóstico en pacientes con EA severa tratados con TAVI y valvulo-
plastia, reflejando su asociación al grado de fibrosis miocárdica en este grupo 
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de pacientes (144, 145). En contraste a estos hallazgos, el valor pronóstico 
de la Gal-3 en la EA ha sido puesta en duda en un estudio reciente en el que 
se incluyeron pacientes con distintos grados de estenosis (leve, moderada y 
severa) (143).En este estudio nosotros no hemos valorado el valor pronóstico 
de la Gal-3 en pacientes con EA. Sin embargo, nuestro grupo está llevando a 
cabo un estudio longitudinal en pacientes con EA severa intervenidos de SVA 
en el que se valorará el valor predictivo de Gal-3 plasmática previamente a la 
cirugía en resultados a 12 meses.
A pesar de que el papel de la Gal-3 ha sido objeto de numerosos estudios 
en distintos procesos fisiopatológicos y clínicos del sistema cardiovascular, su 
papel en el proceso de la calcificación valvular aórtica en la EA no ha sido bien 
analizado hasta la fecha. En el presente trabajo, describimos por primera vez 
que la Gal-3 está aumenta en la VA tanto de pacientes con EA degenerativa, 
como en un modelo experimental de EA. Ampliamos así los estudios en cora-
zón y aorta a otro órgano diana de la enfermedad cardiovascular, cuya afecta-
ción se traduce en importantes consecuencias hemodinámicas que progresan 
finalmente hasta la IC y la muerte.
2 .  EF ECTO  D E LA GAL-3 SOBRE LAS CIVS
La Gal-3 es expresada y liberada por células inflamatorias, incluyendo macró-
fagos, mastocitos y neutrófilos, que están involucradas en distintas procesos 
fisiológicos y patológicos (98). La activación e infiltración de macrófagos en el 
tejido cardiaco está relacionada con el remodelado cardiaco y la patogénesis 
de la IC (161, 162). La Gal-3 induce la transformación de fibroblastos quies-
centes en miofibroblastos activos estimulando la liberación de varios media-
dores, como TGF-β e ILs, que dan lugar a la proliferación de miofibroblastos, 
depósito de colágeno y disfunción ventricular (122) y su inhibición reduce 
el número de miofibroblastos en un modelo animal de remodelado cardiaco 
(85). La Gal-3 se expresa de forma espontánea en células de músculo liso vas-
cular y el aumento de esta expresión induce la inflamación y fibrosis arterial 
inducida por aldosterona (90), y se ha asociado a la fibrosis vascular relacio-
nada con la hipertensión y la edad avanzada(163).
Los velos de la VA son estructuras altamente especializadas que se compo-
nen fundamentalmente de CIVs y de estructuras complejas de MEC (72, 164) 
En la literatura están descritos procesos inflamatorios y fibróticos en VAs tan-
to animales como humanas (49, 165, 166). Estos eventos están generalmente 
relacionados con la activación de las CIVs hacia un fenotipo osteogénico, el 
cual está asociado a una sobre-regulación de las vías de las BMPs (70). Las 
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MMPs están suprareguladas en la EA degenerativa, y estas parecen modular 
el remodelado de la MEC por mediación de mediadores inflamatorios como 
la IL-1 y la TNF-α (167, 168).
Los resultados del presente trabajo muestran que la Gal-3 ejerce un efecto 
deletéreo en CIVs humanas, ya que la Gal-3 aumenta marcadores inflamato-
rios, fibróticos y osteogénicos en VICs activando la vía ERK1/2. Esta vía juega 
un papel importante en la regulación de la calcificación de CIVs (169), siendo 
modulada por la activación de Notch 1 (170) . Igualmente, se ha demostrado 
que la Gal-3 tiene propiedades pro-inflamatorias y pro-fibróticas en fibro-
blastos cardiacos humanos, ya que esta aumenta los marcadores de inflama-
ción, la actividad de las MMPs y los componentes de la MEC (171). 
Nuestros resultados demuestran que la Gal-3 no actúa solamente sobre los 
componentes de la MEC y la inflamación, sino también sobre el proceso de 
calcificación. In vitro, en CIVs humanas, la inhibición de Gal-3 con MCP ate-
núa la respuesta pro-inflamatoria, pro-fibrótica y pro-osteogénica. Además, 
las CIVs deficientes en Gal-3 presentan menor inflamación y diferenciación 
osteogénica, indicando que la Gal-3 puede jugar un papel como mediador en 
la regulación de la calcificación. Este efecto pro-osteogénico de la Gal-3 se 
confirma en un modelo animal de EA, en el que el tratamiento con el inhibi-
dor farmacológico de la Gal-3 es capaz de disminuir la calcificación de la VA. 
Es importante destacar que en línea con nuestros hallazgos, se ha visto que la 
Gal-3 promueve la calcificación vascular asociada a la arteriosclerosis (148). 
En medios de cultivo que contienen factores inductores de diferenciación os-
teogénica, las CMLV deficientes en Gal-3, mostraron una diferenciación os-
teogénica alterada (148), lo que indica que la expresión de Gal-3 es necesaria 
para una transdiferenciación completa de las CMLVs en un fenotipo osteo-
blástico (osteoblas-lke cells). De hecho, la Gal-3 también ha sido relacionada 
con Runx2 (172) y con el proceso de formación ósea endocondral. (173).
Las cascadas intracelulares que activa la Gal-3 en CIVs son: ERK1/2, Akt 
y NFkB, sin encontrar ninguna modificación en el grado de fosforilación de 
p38MAPK. Sin embargo, nuestros datos muestran sólo que el bloqueo far-
macológico de la fosforilación de Erk1/2 es capaz de inhibir la expresión de 
marcadores de calcificación inducida por la Gal-3. En relación con la vía de 
Erk 1/2 , se ha descrito también como la vía principal implicada en el efecto 
pro-tumoral de la Gal-3 (174) así como en la migración celular inducida por 
Gal-3 (85, 175).De hecho, estos datos están en línea con otros hallazgos en 
CIVs que indican que la activación de la vía ERK1/2 puede ser uno de los me-
canismos principales implicados en la calcificación(169).
Curiosamente, el aumento en moléculas pro-inflamatorias y pro-fibróticas 
inducido por la Gal-3 en CIVs no está mediado por ninguna de las vías intra-
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celulares analizadas. Así pues, aunque la activación de las vías de señalización 
intracelular estudiadas no jueguen un papel en la inflamación y la fibrosis de 
las CIVs en las condiciones experimentales de nuestro trabajo, no podemos 
descartar que en una estimulación con Gal-3 más prolongada y por supuesto 
en modelos in vivo estas vías no sean responsables de los efectos pro-infla-
matorios y pro-fibróticos de la Gal-3 en CIVs. De hecho, es posible que nues-
tras condiciones experimentales solo permitan observar los mecanismos de 
inflamación y 
fibrosis más rápidos, mientras que los mecanismos que pasan por otros 
mediadores requieran tiempos de estimulación más prolongados. 
 
3 .  IN HIB ICIÓN FARM ACOLÓGICA DE LA GAL-3 
CO MO POSIBILIDAD  TERAPÉUTICA EN LA EA
En la actualidad no existe un tratamiento farmacológico eficaz para prevenir 
o frenar la progresión de la EA degenerativa. La SVA, mediante cirugía abier-
ta o percutánea en algunos casos, es el único tratamiento que ha demostrado 
efectividad a largo plazo. Sin embargo, este tratamiento está asociado a un 
coste considerable, tanto económico como en posible mortalidad y complica-
ciones, y está generalmente dirigido a estadios avanzados de la enfermedad 
valvular, con gradientes transvalvulares altos y en muchos casos con datos 
ya de disfunción ventricular diastólica. En los últimos años, los avances en 
el conocimiento de la patogénesis de la EA degenerativa ha dejado atrás el 
concepto de esta enfermedad como un proceso pasivo para considerarlo un 
proceso activo que involucra varios aspectos como la disfunción endotelial, la 
acumulación de lípidos, la activación del SRA, el infiltrado inflamatorio y la 
Figura 19 
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calcificación (1). Dado que muchos de estas características se asocian también 
a la enfermedad ateroesclerótica, se han llevado a cabo ensayos clínicos para 
evaluar si el tratamiento farmacológico (estatinas, inhibidores de la enzima 
convertidora de angiotensina (IECA) puede prevenir o alterar el curso de la 
EA degenerativa (176) La EA degenerativa comparte igualmente factores de 
riesgo con enfermedad cardiovascular. En un estudio reciente sobre más de 
1 millón de individuos, se objetivó que la hipertensión arterial, la diabetes 
y la hiperlipidemia, estaban asociadas de forma dosis-dependiente con la 
incidencia de EA (177). En los años 90 varios estudios demostraron que el 
tratamiento hipolipemiante con estatinas (inhibidores de la 3-hidroxi-3-me-
tilglutaril coenzima A reductasa) está asociado a una disminución substancial 
en la incidencia de eventos cardiovasculares (178-180). Dadas las similitudes, 
tanto en factores de riesgo como en fisiopatología entre la EA degenerativa y 
la ateroesclerosis, surgió la idea de que el tratamiento hipolipemiante podría 
igualmente prevenir la progresión de la EA. Esta idea ha sido apoyada tanto 
por estudios in vitro, en los que se ha observado un efecto beneficioso de 
las estatinas sobre las CIVs en el desarrollo de la calcificación valvular (181-
183), como por estudios clínicos de naturaleza retrospectiva que sugirieron 
una asociación entre el tratamiento con estatinas y un enlentecimiento en la 
progresión de la EA (184-187).
Basados en estos hallazgos, diversos grupos diseñaron ensayos clínicos 
aleatorizados con grupos control para evaluar el efecto del tratamiento con 
estatinas en la progresión de la EA degenerativa (ver tabla 10).
Aunque el tratamiento con estatinas se asoció a una reducción muy signi-
ficativa de colesterol LDL, en ninguno de estos ensayos se observó diferen-
cias significativas entre el grupo tratado y el control respecto a resultados 
Tabla 10 Ensayos clínicos aleatorizados sobre 
el tratamiento de EA con estatinas
ESTUDIO AÑO PUBLICADO NÚMERO DE 
PACIENTES 
TRATADOS/
CONTROL
SEGUIMIENTO 
MEDIO (AÑOS)
EDAD MEDIA 
(AÑOS)
SALTIRE (188) 2005 77/78 2,1 68
TASS (189) 2008 23/24 2,3 67
SEAS (190) 2008 944/929 4,4 68
ASTRONOMER(191) 2010 134/135 3,5 58
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clínicos ni a indicadores ecocardiográficos de severidad de la EA (192) Se ha 
argumentado, que una de las razones para la falta de efecto de las estatinas 
en este grupo de pacientes, es que el tratamiento se aplicó en fases avanza-
das de la enfermedad (34). En un estudio posterior, igualmente prospectivo 
y aleatorizado con grupo control, pero en pacientes más jóvenes (18-45 años) 
con estenosis aórtica congénita, el tratamiento con estatinas tampoco tuvo 
efecto sobre la progresión de la enfermedad (193). Finalmente, los autores de 
una revisión sistemática de 10 estudios, incluyendo estudios aleatorizados y 
observacionales, con 3822 pacientes (1608 tratados con estatinas y 2214 sin 
tratamiento con estatinas), tampoco pudieron demostrar un efecto positivo 
del tratamiento con estatinas en la progresión o resultados clínicos en pacien-
tes con EA degenerativa (194).
Los pacientes con EA significativa suelen presentar un remodelado del VI 
en respuesta al incremento crónico de la poscarga. Debido a esto, es concebi-
ble que la inhibición del SRA pudiera tener un efecto beneficioso en pacientes 
con EA(195).
Teniendo en cuenta lo anterior y el hecho de que se ha demostrado que los 
IECAs reducen la fibrosis ventricular, y la disfunción sistólica y diastólica en 
pacientes con EA (196) el SRA ha sido evaluado como diana terapéutica para 
enlentecer el proceso de calcificación de la VA en pacientes con EA degene-
rativa. En este sentido, dos estudios observacionales mostraron resultados 
contradictorios. En un análisis retrospectivo de 211 pacientes, el tratamiento 
con IECAs no retrasó la progresión de la EA (187).Por el contrario, en otro 
estudio retrospectivo en 123 pacientes con EA evaluados con tomografía com-
putarizada por haz de electrones, el tratamiento con IECAs se asoció con una 
reducción del 71% en la progresión de la calcificación de la VA (197). Estos ha-
llazgos son difíciles de interpretar dada la naturaleza retrospectiva de los es-
tudios y los amplios intervalos de confianza de los resultados. Recientemente 
se han publicado los resultados de un estudio prospectivo, aleatorizado, doble 
ciego y con grupo control en 100 pacientes con EA moderada o severa en los 
que se evaluó el efecto de un IECA (Ramipril). Aparte de observarse una dis-
minución significativa en la regresión de la masa ventricular izquierda en los 
pacientes tratados con Ramipril, estos también demostraron una tendencia 
(diferencia no significativa) a una progresión más lenta de la EA en compara-
ción con el grupo control (198). A pesar de que estos resultados y los de otros 
estudios similares son prometedores, en el momento actual, el uso rutinario 
de inhibidores del SRA no está sistemáticamente recomendado en el trata-
miento de pacientes con EA severa (199).
Estudios realizados previamente por nuestro grupo, han demostrado que 
la inhibición farmacológica de Gal-3 utilizando MCP, previene el remodelado 
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cardiovascular tanto en varios modelos hipertensivos (90, 134, 171), como en 
modelos normotensos de obesidad (105) y EA (200). También nuestro gru-
po, en el presente trabajo, utilizando un modelo comentado anteriormente 
de constricción de aorta ascendente (modelo normotenso de aumento de 
poscarga), ha demostrado el papel beneficioso de la inhibición de Gal-3 con 
MCP tanto a nivel arterial (sobre el incremento en el grosor de la lámina 
media aórtica, aumento del colágeno total, y el aumento de la expresión de 
mediadores fibróticos) como a nivel de la VA (aumento en la inflamación, 
fibrosis, actividad de la MMPs y marcadores de calcificación) causados por 
esta (151). Efectos igualmente beneficiosos de la inhibición de Gal-3 se han 
descrito sobre la fibrosis cardiaca, el remodelado y la disfunción cardiaca 
en animales tratados con angiotensina-II (85). La N-acetil-seril-aspartil-li-
sil-prolina (Ac-SDKP), es un tetrapéptico natural que también es capaz de 
prevenir la inflamación, fibrosis, hipertrofia y disfunción cardiaca inducida 
por la Gal-3, y que se ha postulado como un posible agente terapéutico en 
la insuficiencia cardiaca originada por reacciones inflamatorias o inmuno-
lógicas como las miocarditis virales o el rechazo cardiaco en el trasplante 
(123). Con estos antecedentes, nuestro estudio demuestra que la Gal-3 está 
elevada en las CIVs de válvulas aórticas estenóticas, que la elevación de ni-
veles de Gal-3 juega un papel importante en el aumento de la respuesta 
pro-inflamatoria, pro-fibrótica y pro-osteogénica, y que su inhibición con 
MCP retrasa la calcificación de la VA. Teniendo en cuenta la ausencia de 
un tratamiento farmacológico capaz de revertir o enlentecer el proceso de 
calcificación, estos nuevos hallazgos obtenidos en VAs estenóticas, en CIVs 
humanas y en un modelo animal de EA, indican que la Gal-3 puede ser una 
nueva diana terapéutica para el retraso de la calcificación de la VA en la 
EA degenerativa. En situaciones de sobrecarga de presión, hay evidencia de 
depósito aberrante de MEC y fibrosis valvular que contribuyen a la calcifi-
cación de la VA (72). El remodelado anormal de la VA también se acompaña 
de una expresión desregulada de las MMPs e inflamación (201) De acuerdo 
con estos datos, y en estudios con modelo animal llevados a cabo por nues-
tro grupo, los sujetos sometidos a sobrecarga de presión (independiente de 
la presión arterial) presentaron un aumento en inflamación, fibrosis, activi-
dad de MMPs y marcadores de calcificación de la VA. La inhibición farma-
cológica de Gal-3 con MCP, suprimió o disminuyó estos efectos en ausencia 
de aumento de la tensión arterial en el grupo de sujetos sometidos a sobre-
carga de presión. Estos hallazgos muestran el posible beneficio terapéutico 
de la inhibición de Gal-3, tanto en el contexto de prevención primaria (en 
las fases tempranas de sobrecarga de presión) y en la prevención secundaria 
(una vez instaurada la sobrecarga de presión) (151). 
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Por último, queda destacar que la Gal-3 tiene efectos en otros órganos y 
sistemas a parte del cardiovascular. Su mediación en procesos cancerígenos 
ha sido objeto de múltiples estudios (202, 203). Algunos ejemplos concretos 
se muestran en la tabla 11. Igualmente juega un papel in procesos inflamato-
rios y fibróticos a nivel hepático (204) pulmonar (95) y renal (205).
Tabla 11. Ejemplos de mediación de Gal-3 en procesos cancerígenos
EFECTO REFERENCIA
Mama Protector
Promotor
(206)
(207)
Colon Progresión (208), (209)
Tiroides Promotor (210)
Pulmón Promotor (211)
Próstata Promotor (212), (112)
Figura 20
Papel de la 
Gal-3 en la 
diferenciación 
de VICs.
Gal-3
Gal-3VICs q
VICs a
↑ IL-6
↑ IL-1β
↑ Col 1
↑ TGF-β
↑ Fibronectin
VICs o
↑ BMP-2
↑ BMP-4
↑ Sox-9
↑ Runx2
MCP
MCP
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4.  R E L EVANCIA CLÍNICA Y PERSPECTIVAS DEL ESTUDIO
Como se ha señalado, la EA degenerativa es una enfermedad relevante desde 
el punto de vista sanitario por su prevalencia, gravedad y ausencia de tra-
tamiento farmacológico efectivo. La prevalencia de la EA aumentará en el 
futuro conforme se envejece la población, por lo que es necesario investigar 
nuevas formas de prevenir y enlentecer el proceso de calcificación valvular 
una vez que este ha comenzado. En este estudio hemos analizado el papel de 
la Gal-3 en la calcificación valvular aórtica, que constituye la base fisiopatoló-
gica de la EA degenerativa. Aunque la Gal-3 ha sido estudiada previamente en 
relación a la fibrosis, inflamación y calcificación del sistema cardiovascular, 
esta es la primera vez que la Gal-3 se estudia en la válvula aórtica. Nuestros 
hallazgos demuestran que la Gal-3 está implicada en la degeneración calcifi-
cante de la VA, y por lo tanto que esta puede tener un papel, primero como 
biomarcador tanto en el diagnóstico como en la monitorización de la EA de-
generativa y segundo, como diana terapéutica en la prevención o tratamiento 
de esta enfermedad.
Este estudio abre dos grandes perspectivas. Primera, la necesidad de trasla-
dar a estudios animales o humanos el valor diagnóstico y terapéutico de la Gal-3 
y de su inhibición. Para ello se necesitarán modelos animales de estenosis aórtica 
y cohortes significativas de pacientes con EA en estadios iniciales. Segunda, la 
necesidad de investigar el mecanismo intrínseco por el que la Gal-3 tiene los efec-
tos descritos en este estudio. La proteómica ofrece herramientas para estudias 
los sustratos proteicos responsables de los efectos de la Gal-3, y estudios en este 
sentido son necesarios para continuar con el análisis del papel de la Gal-3 en la 
EA degenerativa.
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5 .  L IMITACIONES
Hay que tener en cuenta que en la realización de este estudio ha habido di-
versas limitaciones:
n Controles: autopsias, no enfermedad CV pero… autopsias al fin y al cabo.
n Pacientes tratados. NO hay datos suficientes de score de calcio para ana-
lizar posibles asociaciones.
n Pool de tejido valvular para los WB.
n Modelo animal de sobrecarga de presión, no suficiente para ver cambios 
estructurales. 
n Ausencia de pruebas funcionales en modelo animal (hay resonancia pero 
no se ha estudiado bien la morfología de la VA ni la calcificación).
n CIVs de pacientes (pool 3-5 pacientes y experimentos hechos en 3 sets de 
VICs, pero bueno, ponlo como limitación).

Conclusiones
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1. La Gal-3, una α-galactosidasa que interactúa con receptores 
celulares de superficie y proteínas de la MEC, está aumentada 
en el tejido valvular aórtico de pacientes con EA, y esta 
elevación se correlaciona con sus niveles séricos.
2. La Gal-3 se colocaliza con marcadores de calcificación e 
inflamación en VAs con estenosis degenerativa, lo que 
sugiere que juega un papel en estos procesos.
3. En CIVs aórticas in vitro, la Gal-3 es capaz de aumentar los 
marcadores de inflamación, fibrosis, y calcificación.
4. Tanto el MCP, un inhibidor de Gal-3, como el silenciamiento 
de Gal-3, retrasa la calcificación en CIVs aórticas.
5. En un modelo in vivo de EA, la inhibición farmacológica de Gal-3 
produce efectos beneficiosos, disminuyendo la calcificación de la VA.
6. Nuestros resultados sugieren que la Gal-3 puede tener un papel, 
primero como biomarcador tanto en el diagnóstico como en la 
monitorización de la EA degenerativa y segundo, como diana 
terapéutica en la prevención o tratamiento de esta enfermedad.


Abreviaturas
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ABREVIATURAS
α-SMA Actina de músculo liso α
Ac-SDKP N-acetil-seril-aspartil-lisil-prolina
aCIVs Células valvulares intersticiales activadas
ADNc Ácido desoxirribonucleico complementario
ADM A dimethylarginina asimétrica
AI Aurícula izquierda
akt Proteína quinasa B
ARN Ácido ribonucleico
AST Área de sección transversal
AVA Área valvular aortica
BMP Proteína morfogénica del hueso
BNP Péptido natriurético cerebral
Cad-EV Cadherina endotelial vascular
Col 1 Colageno-1
Col1a1 Colágeno tipo I, cadena alfa 1
Col 3 Colageno 3
Col3a1 Colágeno tipo III, cadena alfa 1
CMLV Células musculares lisas vasculares 
CCL-2 Ligando de quimiocina 2
CTGF Factor de crecimiento de tejido conectivo
CEVs Células endoteliales valvulares
CIVs Células intersticiales valvulares
DTDVI Diámetro telediastólico
DTSVI Diámetro telesistólico
EA Estenosis aórtica
EAC Enfermedad arterial coronaria
ECA Enzima convertidora de angiotensina
ECG Electrocardiograma
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EGR-1 Respuesta temprana a crecimiento-1
ERK Quinasa regulada por señales extracelulares
Gal-3 Galectina-3
HDL Colesterol de alta densidad
IA Insuficiencia aórtica
FEVI Fracción de eyección del ventrículo izquierdo
HPRT hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferasa
HVI Hipertrofia ventricular izquierda
IC Insuficiencia cardiaca
IECA Enzima inhibidora de angiotensina
IL Interleuquina
ITV Integral velocidad -tiempo
LDL Lipoproteína de baja dendidad
LDLox Colesterol LDL oxidado
MAPK Proteína quinasas activadas por mitógenos
MCP Pectina modificada del limón
MEC Matriz extracelular
miRs microARNs
MV Mímica vasculogénica
MMPs Metaloproteinasas de matriz
obCIVs Células valvulares intersticiales osteoblásticas
MCP Pectin cítrica modificada
NFκB Factor nuclear Kappa B
PCR Proteina C reactiva
pCIVs Células valvulares intersticiales progenitoras
PET Tomografia emisora de positrones
PKC Proteina quinasa C
PO Sobrecarga de presión
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PPVI Pared posterior de ventrículo izquierdo
PTDVI Presión teledistolica en el ventrículo izquierdo
qCIVs Células valvulares intersticiales quiescentes
MR Receptor mineralocorticoide
RUNX2 Run-related transcription factor 2
SIV septo interventricular
Sox-9 SRY (sex-determining region Y )-box 9
SRA Sistema renina angiotesina
SVA Sustitución valvular aórtica
TAVI Transcatheter aortic valve implantation
TCMC Tomografía computarizada multicorte
TEM Transformación endotelio-mesenquimal
TFG Tasa de filtrado glomerular
TGF-β1 Factor de crecimiento transformador β1
TIMPs Inhibidores tisulares de MMPs
TNF-α Factor de necrosis tumoral-alfa
t-PA Activador del plasminogeno tisular
TRAIL Ligando inductor de apoptosis relacionado al factor de necrosis tumoral.
TSVI Tracto de salida del ventrículo izquierdo
UA Unidades arbitrarias
VA Válvula aórtica
VAB Válvula aórtica bicúspide
VCAM Células de adhesión celular vasculares
VI Ventrículo izquierdo 
VTDVI Volumen teledistólico de ventrículo izquierdo
VTSVI Volumen telesistólico de ventrículo izquierdo
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